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Vergleich zwischen pharmakologischem 
und fermentchemischem Histaminnachweis 
in Leberextrakten. 

Von 
Wolfgang Laves. 

(Aus dem Forschungslaboratorium der Asid Serum-Institute. ) 
(Eingegangen am 7. August 1941.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Seit den Untersuchungen von J. H.Gaddum und H. H. Dale (1), 
Zipf (2) und zahlreichen anderen Autoren ist es bekannt, da’ in Organ- 
ausziigen kreislaufwirksame Stoffe wie Histamin, Cholin, Cholinester, 
Adenosinverbindungen, Tyramin und andere Verbindungen unbekannter 
Konstitution vorkommen. Die Kenntnis dieser Dinge ist fiir die Her- 
stellung von Organpraparaten zu therapeutischen Zwecken, wie z. B. 
von Leberextrakten, von groBer praktischer Bedeutung. Bekanntlich 
kénnen die genannten Verbindungen unangenehme. ja gefahrliche 
klinische Erscheinungen auslésen. 
sobald ihre Konzentration be- 
stimmte Schwellenwerte — iiber- 
steigt. Vor der therapeutischen 
Verwendung eines Organextrakts 
sind daher pharmakologische Prii- 
fungen zum qualitativen und 
quantitativen Nachweis von kreis- 
laufwirksamen Stoffen bzw. ge- 
eignete MaBnahmen zu deren Ent- 
fernung erforderlich. 

Die iiblichen Nachweisver- 
fahren sind die Messung des ar- 
teriellen Blutdrucks an der Katze 
oder am Kaninchen und die Re- 
aktion des isolierten Meerschwein- 
chenuterus bzw. des Meerschwein- Abb. 1. 
chendarms. Sehr bewahrt hat sich 
bei uns auch die Bestimmung des Auftretens von freier HC! im Magen 
saft von Tauben mit angelegter Magenfistel nach Aoskowski und 
Steusing (3) (modifiz. durch Kroszczynski). 

Da die Technik wenig bekannt ist, sei sie kurz angefiihrt: Gesunde 
Tauben werden, nach Atropinisierung, im Atherrausch laparotomiert und 
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der untere Teil des Brustbeines quer entfernt. Dann 6ffnet man de: 
Magen an der groBen Kurvatur in Pylorusnihe durch eine Stichinzision, 
fiihrt eine Kaniile ein und fixiert diese durch eine Tabakbeutelnaht. Nach 
VerschluB der Bauchdecken erholt sich das Tier rasch. Es wird dann, wik 
Abb. | zeigt, in einen geschlitzten Beutel eingebunden und in ein gabe! 
formiges Gestell gehangt. Der Magen wird nun so lange mit vorgewaérmte: 
NaCl-Lésung gewaschen, bis alle Futterreste entfernt sind und die Reaktion 
des Magensaftes neutral wird. Dann beobachtet man in einem unter de: 
Magenkaniile aufgestellten kleinen MeBzylinder Menge und Reaktion des 
Magensaftes vor und nach Injektion des zu untersuchenden Organpriaparats 


In der Tabelle I sind die wichtigsten Reaktionen zur Abgrenzung 
einzelner kreislaufwirksamer Stoffe angefiihrt: 


Ta belle I. 





Cholin und 
andere parasym- Adenosin- 





Histamin pathicomime- phosphorsiiure fyramin 
tische Stoffe 
vor . ‘ ; aa 
Katze, | Atropin Senkung Senkung Senkung Steigerung 
Carotis- ; ; 
Blutdruck | nach ere geringe WS re 
; enkung “iP Senkung Steigerung 
Atropin s © Steigerung ; aie 
one ohne EinfluB 
Kaninchen, Ritinieies oder geringe | wie oben Senkung Steigerung 
Carotis- “ne Steigerung 
Blutdruck sicilie 
Atropin Dasselbe | wie oben Senkung Steigerung 
Meer- ine Kontraktion 
schwein- Lineal Kontraktion Kontraktion Kontraktion abbangig von 
chen, — der Dosis 
virgineller nach keine 
Uterus ~~. Kontraktion * Kontraktion Dasselbe 
Atropin Wirkung 
| Steigerung  Steigerung 
a vor der Sekretion der Sekretion 
(Magen Atropin mit freier nicht immer 
Sein ) HCl mit freier HCl 
fistel) 
| nach — keine 
Atropin oe Sekretion 
At 


Die exakte Durchfiihrung derartiger Analysen ist zeitraubend und 
erfordert Tiermaterial, dessen Haltung und Beschaffung Schwierigkeiten 
bereiten kann. Wir sind daher der Aufgabe nahergetreten, auf mano 
metrischem Wege mit Hilfe des Warburg-Apparates den Nachweis des 
praktisch besonders in Leberextrakten haufig in hoher Konzentration 
vorhandenen Histamins zu erbringen. Diese Versuche griindeten sich 
auf die Arbeiten von Edlbacher, besonders von £, A. Zeller, sowie von 
Zeller und Birkhduser iiber die Diaminooxydase (DO). 
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Das urspriinglich als Histaminase bezeichnete Enzym hat namlich, 
wie BE. A. Zeller zeigte, nicht nur die Aufgabe. Histamin abzubauen, 
sondern es oxydiert Kérper, die mindestens zwei basische Gruppen 
besitzen, wovon die eine an der aliphatischen Kette sitzen muB. Hierzu 
gehéren auBer Histamin Putrescin, Cadaverin, Agmatin und Spermin 
Die DO kommt beim Saéuger hauptsachlich in der Niere, Leber, Darm- 
schleimhaut, Placenta und im Sperma vor [F. A. Zeller (4)): sie ist in 
der Schwangerschaft stark vermehrt. #. A. Zeller und Birkhduser (5) 
haben auf Grund dieses Verhaltens eine in vitro Schwangerschafts 
reaktion entwickelt. Das Prinzip derselben besteht darin, daB die 
Aktivitat der DO an einem bekannten Substrat, z. B. Histamin bzw 
besser Cadaverin, gepriift wird. Bei der Reaktion wird O, verbraucht 





o ee | 
Fs ie FS AE See SA 
| jh ee Cages: ness Speers ee See a — 
6 oe tale a a t 
3 4 jae S a 4 
fi } 
2 =e + + { 
—" 
0 02003060 30 30 ay 
Aistamin 
0 es ary, ey 7) 5) 5a 7 800 bis 1000 
histaminase 
Abb. 2 


a) O»-Verbrauch bei konstanten Histamin- und variierten Histaminasemengen 

b) O,-Verbrauch bei konstantem Histaminase- und variiertem Histamingehalt 
(Ansatz: 1 mg Histaminase in 0,9° iger NaCl-Lésung, Phosphatpuffer von py 6,5 
Histamin 10—-100 7; 0,6 cem 10° ige KOH im Anhang.) 

c) wie b); Ansatz wie b), jedoch isotonische Na Cl-Lésung anstatt des Phosphatpuffers 


und es entsteht u.a. Ammoniak. Manometrisch gemessen wird der 
O.-Verbrauch. 


Da wir nicht die Histaminase, sondern den Histamingehalt be- 
stimmen wollten, wurde die Versuchsanordnung etwas anders gewahlt. 
Zunachst stellten wir uns in bekannter Weise aus frischer Schweine- 
diinndarmschleimhaut durch Acetonfallung und mehrmalige <Aus- 
fillung im IT. P. ein gereinigtes Histaminasepraparat her. 


Die Abb. 2 zeigt den Reaktionsverlauf zwischen konstanten (35 y) 
Histamin- und variierten Histaminasemengen (35—1000 y). Wie man 
sieht, ist der O,-Verbrauch innerhalb gewisser Grenzen der gleiche. Die 
2.u.3. Kurve zeigt den O,-Verbrauch bei konstantem Histaminase 
und variiertem Histamingehalt. 


Ansatz: Siehe Abb. 2. 
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Daraus ergibt sich. daB die optimalen Bedingungen bei Verwendung 
von | mg der von uns hergestellten Histaminase und 20 —50 y Histami: 
liegen. Nach diesen Vorpriifungen wurden Leberextrakte ausgewertet 


Folgendes Beispiel mége das Vorgehen erlautern 


Tabelle []. Warburg-Versuch 


Temperatur: 37°C 





ReaktionsgefaB 


Ansatz 
1 2 $ 
1. Histamin 20 =: 50 
2. NaCl-Lésung (0,9°,) 1 een 1 cem 1 cem 1 cen 
3. Leberextrakt 1 ecem 1 cem, per 
4. Histaminase 1] mg 1 mg | mg 1 mg 
5. KOH 0.8 cem 0,8 cen 0.8 cem 0.8 cem 
Sauerstoffverbrauch in emm $.0) 9,1 7.6 0,8 


Anmerkung. Da die Entwicklung von O, in der Zeiteinheit nicht ver 
gleichbar ist, muBte in bezug auf die Eichkurve eine Reaktionsdauer vor 
2 Stunden gewahlt werden. In diesem Zeitabschnitt wurden gute. mit ce 
Eichkurve vergleichbare Werte erzielt. 

Welche Schliisse kann man aus diesen Versuchen ziehen ‘ 

Zunachst ergibt sich, daB der Leberextrakt Substrate in gréBerer 
Menge enthalt, die mit der Diaminooxydase reagieren. Eine Aussage 
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Abb. 4. Verhalten der Magensaftsekretion der Tanbe 


bariiber. um welche Stoffe es sich handelt und in welchen Mengen- 
verhaltnissen sie vorhanden sind, ist streng genommen nicht médglicl 
odgleich der gemessene O,-Verbrauch nach der Eichkurve etwa 4): 
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Histamin entsprechen wiirde (Tabelle IT, ReaktionsgefaB 3). Wir wissen 
auch, wie vorher erwihnt, da das Histamin eine bedeutende Teil 
komponente unter den Substraten ‘der Diaminooxydase in Leber 
extrakten darstellt. Da es in dem untersuchten Praparat die einzige 
Komponente ist, laBt sich aber mit Sicherheit a priori nicht behaupten 
Es ist weiterhin bekannt, daf kreislaufaktive Storfe, z. B. durch 
Permutit, adsorbiert werden. In der Tat sank im Warhurg-Versuch 
der O.-Verbrauch des Leberextrakts nach Behandlung mit Permutit auf 
ein Minimum ab (Tabelle II, ReaktionsgefaB 4)! 





1 h e d ¢ f g h i k ! 


Abb. 5. Histaminbestimmung in einem Leberextrakt am virginellen Meerschweinchenuternus 


Losungen: Histaminchlorid 1: 100000 | 

Leberextrakt 1: 1 verdiinnt » in Ringerlésung. 

Atropin sulf 1.25 me% | 
a) Wirkung von 3,57 Histamin h) Wirkung von 0,125cem Leberextrakt 
b) . . 0,05cem Leberextrakt i Su 01 - ? 
e) ; . 2,7 Histamin k 5; Histamin nach Gabe vor 
d) . 0,075 cem Lebcrextrakt 1.25; Atropin sulf 
e) 3,57 Histamin 0.125cem Leberextrakt nact 
i , 0,125 cem Leberextrakt Gabe von 1.255 Atropir 
g) , 357 Histamin sult 


Ergebnis : 3,5; Histamin entsprechen in ihrer Wirkung aut den Meerschweinchenuterus 0,125 cen 
des 1:1 verdiinnten Leberextrakts. Dieser enthalt daher 56; Histamin je cen 


Der manometrischen Bestimmung seien nun die Ergebnisse det 
pharmakologischen Priifung (Abb. 3, 4 und 5) desselben Extrakts gegen 
iibergestellt 


Aus dem Verhalten des Blutdrucks der atropinisierten Katze und 
des Magensaftes bei der Taube (Zunahme der Sekretion mit Auftreten 
freier HCl) geht eindeutig hervor, daB der Leberextrakt tatsachlich 
Histamin enthalt. Quantitativ ]a4Bt sich am virginellen Meerschwein- 
chenuterus eine Menge von etwa 50--60 y pro ecm ermitteln 


Manometrische und  pharmakolegische Auswertungserge bnisse 
zeigen also eine gute Ubereinstimmung. Erwibnt sei, daB sich diese 
Befunde auch in zahlreichen anderen Versuchen mit Leberextrakten 
bestatigten. Wir glauben daher beziiglich der Verwendbarkeit det 
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manometrischen Bestimmung von Diaminen, insbesondere von Histamin 
in Leberextrakten schlieBen zu kénnen, daB dieses Verfahren rasche 
und gut orientierende Befunde liefert. 


Zusammenfassung. 


Der Warburg-Versuch kann bis zu einem gewissen Grade, naml!ich 
dann, wenn exakte pharmakologische Bestimmungen nicht unbedingt 
erforderlich sind, wie z. B. bei der industriellen Herstellung von Leber- 
extrakten, den Tierversuch ersetzen. Eine klinische Untersuchung 
bzw. Vertraglichkeitspriifung ist jedoch, wie auch nach dem Tierversuch 
nicht zu umgehen. 


Literatur. 
1) J. H. Gaddum u. H. H. Dale, GefaiBerweiternde Stoffe der Gewebe 
Leipzig, Verlag Threme, 1936. 2) Zipf, zit. nach 1. 3) Koskowski und 
Steusing, Polska gaz. lekarska 1922. — 4) E. A. Zeller, Schweiz. med 


Wochenschr. 1941, Nr. 11, 8S. 324. 5) EB. A. Zeller u. Hans Birkhauser. 
ebenda 1940, Nr. 41, S. 975. 

In diesen Arbeiten finden sich weitere Literaturangaben. 

Frl. Waltraut Bosecke danke ich fiir sorgfaltige technische Unter 
stiitzung bei Ausfiihrung der Versuche 
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Uber die Energieausbeute bei der A 
der Kohlensiiure’. 
Von 
Chlodwig Kopp. 


w. 


s 


(Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitat Freiburg i. Br.) 
(Eingegangen am 6. August 1941.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


In einigen vorangegangenen Arbeiten tiber die Assimilation der 
Kohlensaure durch die griinen Pflanzen? wurde dieser fiir das pflanzliche 
und tierische Leben auf der Erde so wichtige Vorgang nach verschiedenen 
Richtungen hin untersucht. 

Es schien von Interesse zu sein, einmal die Energieausbeute in 
Abhangigkeit von der Temperatur zu bestimmen, besonders deswegen, 
weil iiber diese Frage nur wenige Messungen vorliegen. 


Versuchsmaterial. 

Als Versuchspflanze wurden wieder die Kulturen der einzelligen 
Griina!ge Chlorella pyrenoidosa benutzt, die seit Jahren im hiesigen 
Institut mit konstanten physikalischen EFigenschaften geziichtet werden. 
Die benutzte Nahrlésung nach Knop hatte die Zusammensetzung: 

1000,00 g Leitungswasser, 
1,00 g Ca(NO,),, 
0,25g MgSQ,, 
0,25g K,HPO,, 

0,01 g FeCl. 

Wie schon frither beschrieben*, geschah die Zitchtung in folgender 
Weise: 20 Erlenmeyer-Kolben von je 300 ccm Inhalt wurden mit etwa 
250 ccm Nahrlésung gefiillt und um eine 100 Wattlampe im Abstande 
von 25cm gruppiert. Jede dieser Lésungen wurde mit 5 ccm einer 
Algensuspension der vorhergehenden Zucht geimpft und die Kolben 
12 bis 14 Tage dauernd der Bestrahlung der Lampe ausgesetzt. Durch 
die Suspensionen wurde tiglich, etwa 10 Minuten lang, ein maBiger 
Strom von Kchlendioxyd aus einer Bombe geleitet und die Kolben 


1 D25. — * W. Noddack u. J. Komor, Angew. Chem. 50, 271, 1939; 
W. Noddack, Zeitschr. f. physikal. Chem. A 185, 207, 1939; W.. Noddack 
u. H. J. Eichhoff, ebenda 185, 222, 1939; 185, 241, 1939; H. J. Eichhoff, 
diese Zeitschr. 803, 112, 1939; J. Komor, ebenda 805, 381, 1940; W. Noddack 
u. Chl. Kopp, Zeitschr. f. physikal. Chem. A 187, 79, 1940. — * H. J. Eich 
hoff, diese Zeitschr. 308, 112, 1939; W. Noddack u. H. J. Eichhoff, Zeitschr. 
f. physikal. Chem. A 185, 222, 1939. 
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kraftig geschuttelt, da mit zunehmender Vermehrung die alteren Algen 
sich ziemlich leicht absetzten. Nach 14 Tagen hatten sich die A’gen 
etwa auf das Zwanzigfache vermehrt und besaBen eine tiefgriine Farbe 
Je héher die Algenzahl wurde, desto gréBer wurde auch die Licht- 
absorption und desto mehr trat eine Trennung in chlorophyllérmere 
,,Lichtpflanzen** und chlorophyllreichere ,,Schattenpflanzen“ ein. Die 
Ziic htungstemperatur betrug 18 bis 22°. In den heiBen Sommermonaten 
(Mitte Juni bis Mitte August) stieg die Zimmertemperatur im Mittel auf 
etwa 26°. Wahrend dieser Zeit wurde in den Kolben auBer Chlorella 
pyrenoidosa auch die A'ge Scencdesmus obliquus gefunden, die sich 
deutlich in der GréBe und der Gestalt von der Chlorella pyrenoidosa 
unterscheidet. Chlorella pyrenoidosa hat die Form einer Kugel, Scene- 
desmus obliquus ist langestreckt und ahnelt einer Lanzenspitze. Ihr 
Trockenge wicht ist etwa doppelt so grob als das der Alge Chlorella. Die 
Trennung der beiden Algenarten konnte leicht durch fraktioniertes 
Zentrifugieren erreicht werden. In den im Herbst geziichteten A!gen 
wurde keine Scencdesmus obliquus mehr aufgefunden. Im folgenden 
Scmmer wurde die ganze Zuchtanlage in eine groBe Wanne mit flieBen- 
dem Wasser gestellt und so dauernd auf etwa 15° gehalten. Ein Auf- 
treten von Scenedesmus obliquus konnte nicht mehr festgestellt werden. 

Die bei der Ziichtung anfallenden Suspensionen wurden durch 
fraktioniertes Zentrifugieren auf grCBtmégliche Einheitlichkeit in bezug 
auf die A'gengréBe und den Chlorophyllgchalt gebracht. Hierauf 
wurden die Algen mit destilliertem Wasser und mit Nahrlésung ge- 
waschen. Mit Hilfe eines Hamacytometers wurde die Algenzahl be- 
stimmt und durch Verdiinnen auf die gewiinschte Dichte gebracht. Die 
so hergestellten Suspensionen konnten bis zu 3 Wochen in einem Eis- 
schrank im Dunkeln aufbewahrt werden, chne ihre Assimilations- 
fahigkeit cder ihre Dichte merklich zu andern. Bei den folgenden Unter- 
suchungen wurde die Suspension A 39 verwandt, die fo'gende Kenn- 
zeichen besaB: 


Algenzah! in 35cmm.... nr Meee Ey he 6,72- 10° 
REOGURGNROWICNO 1 MW 26... ke ee cise pee 
Chlorophyligehalt des Trockengewichts in”, ... 4,80 
Lichtabsorption bei 6500 A....... Menten 0,094 
Atmung in 15 Minuten in cmm............ 3,29 


Maximale Assimilation in 15 Minuten in emm 32,1 


Versuchsanordnung. 

Die Versuchsanordnung fiir rotes Licht bzw. die Messung in ver- 
schicdenen Spektralgebieten geht aus Abb. 1 hervor. Sie entspricht mit 
wenigen Anderungen der bereits von Eichhoff1 angegebenen Apparatur 


' H. J. Eichhoff, diese Zeitschr. 808, 114, 1939 
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Als Lichtquellen standen zur Verfiigung: fiir monochromatisches Licht 
ine Bogenlampe, die von Kérting 4 Mathiesen als Zusatzgerat zum Ultra- 
phot (Zeiss) geliefert wurde, und eine Artisollampe von Zeiss, fiir weiBes 
Licht, und fiir kleine Intensitaten monochromatischen Lichtes eine Kino 
projektionslampe von Osram (110 Volt). 


Die Dispersionsfilter D, und D, dienten zur Herstellung monochromati- 
schen Lichtes. Sie bestehen aus einem Glaszylinder, dessen Enden durch 
plane Glasplatten verschlossen sind. Die Fiillung besteht aus einem Spezial- 
glas in Griesform und Benzoesaéuremethylester. Der Brechungsindex dieses 
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Abb. 1. Versuchsanordnung. 


Glases andert sich durch das ganze optische Spektrum nur wenig, er zeigt 
vom Rot zum Violett einen geringen Anstieg. Die Dispersionskurve des 
Benzoesduremethylesters liegt im Rot unter der des Glases und steigt nach 
kiirzeren Wellenlangen stark an. Die beiden Dispersionskurven schneiden 
sich in einem Punkte, dessen Lage von der Temperatur abhangig ist. Dieser 
Punkt ist dadurch gekennzeichnet, daB er alles Licht der betreffenden 
Wellenlinge ungehindert bindurch lat. Das filterfremde Licht, fiir das 
eine Differenz der Brechungsindizes besteht, wird mehr oder weniger stark 
diffus reflektiert. Bei Erhéhung der Temperatur wandert der Schnittpunkt 
der Dispersionskurven nach kleineren Wellenlingen. Man hat mit diesen 
Filtern die Méglichkeit, Licht jeder beliebigen Wellenlange zwischen 4000 
und 8000 A herzustellen. Die Wellenlange und die Monochromasie des 
durchgelassenen Lichtes in Abhingigkeit von der Temperatur wurden von 
Eichhoff* bestimmt. Im Rot betragt die Breite des von den Dispersions- 
filtern durchgelassenen Spektralgebietes 200 A, im Griin dagegen nur 70 A. 


Um das diffuse Streulicht zu verringern, wurde der Abstand zwischen 
den Dispersionsfiltern selbst und dem Versuchstrog so grof als méglich 
gewahlt (1,40 m). 

Die beiden Thermostaten W, und W, waren in ihrem Aufbau voll- 
kommen identisch. Die Temperatur wurde mit Hilfe eines Riihrwerkes 
eines Tauchsieders, einer Kiihlschlange und eines Kontaktthermometers 
auf 16,00 + 0,01° konstant gehalten, so daB nahezu monochromatisches 
Licht der Wellenlange 2 = 6500 A hindurchgelassen wurde. Im Versuchs- 
thermostaten W,, der in seinem Aufbau den beiden Thermostaten W, und W, 
ahnlich war, befanden sich die beiden Trége 7, und 7,. 
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Die Lampe / stand im Brennpunkt des achromatischen Kondensors ( 

Das von dem Kondensor parallel gemachte Licht durchsetzte dann d 
beiden Thermostaten W, und W, bzw. die beiden Dispersionsfilter D, und D 
Mit der Klappe K zwischen den Thermostaten W, und W, konnte di 
Strahlengang vollstandig unterbrochen werden. Nachdem das Licht d 
beiden Dispersionsfilter durchlaufen hatte, fiel es auf die Sammellinse / 
und traf dann auf den Spiegel S,, der es divergent nach oben auf den Versuch: 
trog T, warf. Die Messung des Gaswechsels geschah mit dem Manometer .\/ 
Ks war ein Differentialmanometer, wie es Barcroft! beschrieben hat und 
auch schon von O. Warburg? zur Bestimmung der Atmung und Assimilation 
bei Algen benutzt wurde. Als Manometerfliissigkeit wurde nach Warbury 
und Negelein Capronsiure verwandt. Die beiden Trége wurden mit 35 cen 
Carbonat-Bicarbonat-Puftergemisch gefiillt, das sich nach Emerson® au 
85 Teilen einer m/10 KHCO, und 15 Teilen einer m/10 K,CO,-Loésung 
zusammensetzte. Im Versuchstrog 7, wurden in den 35 cem Pufferlésung 
die zur Messung benotigten Algen suspendiert. Ein Druckunterschied kam 
bei dieser Anordnung also nur von dem Gaswechsel der Algen herriihren 
Mit Hilfe der Hahne H, und H, wurde auf beiden Seiten des Manometers 
Druckgleichheit hergestellt, so daB zu Beginn jeder Messung von gleichen 
Druck (Atmosphiirendruck) ausgegangen werden konnte. Das Manomete: 
wurde in eine Schiittelvorrichtung eingespannt und mit etwa 300 Um 
drehungen pro Minute mit einem Exzenter geschiittelt. 

Die Druckdifferenz wurde mit einem Kathetometer auf + 0,1 mm 
abgelesen. Die Ablesung geschah bei den ersten Versuchen bei stillstehenden 
Manometer, bei den spiiteren Versuchen wahrend des Schiittelns. 

Bei den Versuchen mit weiBem Licht wurden die beiden Thermostater 
W, und W, entfernt und der Versuchsthermostat W, mit der Linse L, de: 
Blende B auf etwa 50cm genahert. Kurz vor dem Eintritt des Licht 
strahles in den Versuchsthermostaten W, wurden, um kleinere Intensitaten 
zu erhalten, Grauscheiben verschiedener Schwarzung in den Strahlengang 
gesetzt. 

Messung der aufgestrahlten Energie. 

Die aufgestrahlte Energie wurde bei der Verwendung der Gliih 
lampe nach der bei W. Noddack und H. J. Eichho{j* ausfiihrlich be 
s¢hriebenen Methode bestimmt. Die Versuchsanordnung geht aus 
Abb. 1 hervor. 

An die Stelle des Versuchstroges wurde eine Flaichenthermosaule 
gesetzt, die sich in einem wasserdichten Blechkasten mit Glasfenster befand. 
unter dem eine Blende (Blendendurchmesser = Durchmesser der nutzbaren 
Fliiche des Versuchstroges) eingeschaltet war. Sie war an dem Exzente: 
befestigt und konnte wahrend der Energiemessung in derselben Weise wi 
der Assimilationstrog geschiittelt werden. 

Vor den Versuchsthermostaten W, wurde eine lineare Thermosaule 
verschiebbar angeordnet. Sie konnte bei der Messung immer an die gleich 
Stelle (im Lichtstrahl zentriert) gebracht werden. Mit Hilfe einer Queck 
silberwippe konnte Th, oder Th, mit demselben Galvanometer verbunden 


' J. Barcroft, J. of Physiol. 37, 12, 1908. — 20. Warburg u. E. Negelein, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 102, 236, 1922. 3 R. Emerson u. W. Arnold, 
J. Gen. Physiol. 15, 391, 1932. — ‘ l.c., S. 225. 
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werden, Der Thermostrom wurde mit einem Spiegelgalvanometer (134.5 Ohm 
nnerer Widerstand, Empfindlichkeit 2,27: 10-7 Volt pro 1 mm in 1,60 m 
Entfernung) unter Vorschaltung von 500 Ohm gemessen. Aus der zunichst 
mit der Flachenthermosaule und anschlieBend mit der iinearen Thermo- 
siule bei konstanter Belichtung gemessenen Energie war dann leicht der 
AnschluBfaktor zu berechnen. 

Da die Intensitaétsschwankungen innerhalb der Fehlergrenzen lagen, 
also bei unseren Messungen die Intensitat wahrend der Bestrahlungsdaue: 
ils konstant betrachtet werden konnte, geniigte es, die Intensitaét vor und 
nach der Belichtung mit der linearen Thermoséiule zu messen, und das 
Mittel aus diesen Messungen multipliziert mit dem AnschluBfaktor ergah 
dann die aufgestrahlte Intensitat. 

Bei den Assimilationsmessungen mit der Bogenlampe und der Artisol- 
lampe muBte wegen den starken Schwankungen die Intensitét wahrend de1 
Belichtungszeit kontrolliert werden. Die Bogenlampe von Kérting wurde 
automatisch reguliert und nach einer Brennzeit von 5 Minuten betrugen die 
Schwankungen etwa -+ 10°5. Die Artisollampe hatte den Nachteil, daf 
die Kohlen von Hand nachgestellt werden mu8Bten. Nach einer Brenndaue: 
von 20 Minuten lieB sich die Lampe so regulieren, daB die Intensitats- 
schwankungen unter + 10% liegen. Bei den Messungen mit der Bogenlampe 
wurde die Glasscheibe Gl unter einem Winkel von 45° in den Strahlengang 
gesetzt. Sie reflektierte einen Teil des Hauptstrahles auf die Linse L, und 
die Thermoséule Th,. 

In derselben Weise wie bei der Gliihlampe wurde auch hier der AnsehluB3 
faktor bestimmt. 

Die Eichung der beiden verwendeten Thermosaulen erfolgte mit der 
Hefnerlampe nach den Angaben von Gerlach'. Die MeBanordnung war 
dieselbe wie bei der Energiemessung. Die lineare Thermosiule ergab fiir 
l-m-Kerze einen Ausschlag von 14,1 mm, die Flaichenthermosiule einen 
solchen von 19,8 mm. 

Die Intensitaét bei den Versuchen mit weiBem Licht wurde mit einer 
Sperrschicht-Photozelle gemessen. Vor und nach dem Versuch wurde der 
wasserdichte Blechkasten in den Thermostaten gesetzt, die Photozelle auf 
die Glasplatte gelegt und mit Hilfe eines auf Lux geeichten Galvanometers 
die Intensitaét bestimmt. Das Mittel aus der vor und nach dem Versuch 
gemessenen Intensitaét wurde gleich der Intensitaét wihrend der Belichtungs 
zeit gesetzt. 


Ausfiihrung der Versuche. 


Die Algen wurden der im Eisschrank befindlichen Suspension ent- 
nommen, ausgeschleudert, zweimal in destilliertem Wasser und in der 
Carbonat-Pufferlésung suspendiert, wieder ausgeschleudert und in den 
Versuchstrog 7’; gefiillt. Die Trogfiillung betrug 35 cem. Nachdem der 
Versuchs- und der Kontrolltrog an dem Manometer mit Federn befestigt, 
das Manometer in die Schiittelvorrichtung eingesetzt und der Versuchs- 
trog im Lichtkegel zentriert waren, wurde die Schiittelvorrichtung ein 
geschaltet. Die Manometertrége befanden sich im Versuchsthermo- 


1 W. Gerlach, Physik. Zeitschr. 14, 577, 1913; 21, 299, 1920; Zeitschr 
f. Phys. 2, 76, 1920. 
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staten W, vollkommen im Dunkeln. Die Hahne H, und H, wurd 

geschlossen und das Manometer 30 Minuten zur Einspielung des Atmungs 
prozesses und des Temperaturausgleiches geschiittelt. Nach diese: 
30 Minuten wurden die Hahne geéffnet und wahrend des Schiitteln 
die Nullstellung der beiden Capronsiuresiulen abgelesen. Samtlich 
Ablesungen geschahen wahrend des Schiittelns. Nach dem SchlieBe 
der Hahne erfolgte in einer Pericde von 15 Minuten die Bestimmun;: 
der Atmung vor der Assimilationspericde. Wiahrend dieser Atmung 

messung wurde bei der Verwendung der Glithlampe die Strahlungsinte: 

sitat mit der linearen Thermosiule vor dem Versuchsthermostaten || 

bestimmt. Nach jeder Ablesung wurden die Hahne geéffnet, um jewe! 
gleiche Ausgangsbedingungen zu schaffen. Nach der Feststellung des 
Atmungswertes wurde die Lichtquelle eingeschaltet und die Algen 
suspension 15 Minuten lang vorbelichtet (Einspielung des Assimilations 
prozesses). Hierauf folgte die eigentliche Assimilationsperiode, di: 
15 Minuten dauerte. Diente die Bogenlampe als Lichtquelle, so wurd: 
wahrend der Assimilation mit Hilfe der linearen Thermoséule (7h) div 
Intensitaét gemessen. Aus sieben Ablesungen wurde das Mittel gi 
nommen. Nach Ablauf der Assimilationsperiode wurde die Lichtquel|: 
ausgeschaltet und der Assimilationswert abgelesen. Auf die Assimilations 
periode folgte wieder eine Periode der Voratmung und eine zweite von 
15 Minuten, in der die Atmung nach der Assimilation gemessen wurd: 
In den 15 Minuten der Voratmung wurde die zweite Intensitatsmessung 
(Gliihlampe) durchgefiihrt. Der Mittelwert aus der vor und nach de: 
Assimilation gemessenen Atmung wurde als der der Lichtatmung am 
nachsten liegende Wert zu dem Assimilationswert addiert. 


Versuche mit weiBem und monochromatischem Licht. 


Die Form der Intensitaétskurve ist nach Noddack und Fichhoff voi 
der Lichtabsorption und von der Wellenlange des aufgestrahliten Lichte: 
abhangig. Sicher haben noch weitere Faktoren einen Einflu8 auf div 
Gestalt der Kurve. Im folgenden soll der Einflu8B der Temperatur be: 
der Verwendung von weiBem und monochromatischem (/ = 6500 A 
Licht untersucht werden. Aus den Ergebnissen mit weiSem Licht wird 
weiter die Lage des Gaswechselgleichgewichtes bestimmt und mit den 
auf anderem Wege erhaltenen Werten verglichen. Auch schien es von 
Interesse, aus den gemessenen Werten die mittlere Quantenausbeut: 
im gesamten Spektrum zu berechnen. 


Noddack und Komor (l.c.) haben in einer friiheren Arbeit den 
Ausnutzungsfaktor, d. h. den Anteil des Lichtes, der bei der Assimilation 
in chemische Energie umgewandelt wird, unter Freilandbedingungen a1 
verschiedenen Pflanzen untersucht. Die hier vorliegenden Versuchs 
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ergebnisse sollen in dieser Richtung ausgewertet werden, um einen 
AnschluB an die Resultate von Noddack und Komor zu gewinnen. 


Versuche mit weipem Licht. 

Als Versuchsobjekt wurde die Algensuspension A 39 verwandt. 
Die Versuche wurden bei 10°, 20° und 30°C durchgefiihrt. Bei 306° 
zeigten sich zundchst, wenn man die bisher iibliche MeBmethodik bei- 
behalt, derartig starke Streuungen der MeBpunkte, daB eine genauere 
Festlegung der Intensitatskurve nicht méglich war. Aus Vorversuchen 
war zu ersehen, das diese Schwankungen sich anscheinend einem Grenz- 
wert nahern, wenn man die Algen langere Zeit bei 30° hilt. Die Algen 
wurden, bevor mit der Messung der Atmung und Assimilation begonnen 
wurde, etwa 2 Stunden in Thermostaten auf 30° gehalten. Auf diese 
Weise waren einigermaBen reproduzierbare Werte zu erhalten, 

In Tabelle I sind die Ergebnisse zusammengestellt. Uber den drei 
Versuchsreihen stehen die zugehérigen Temperaturen und die Manometer- 


Tabelle I. 


Temperaturverlauf der Intensitaitskurve. 
WeiBes Licht, Suspension A 39. 








I Il Il IV Vv Vi Vil 
iti ssimi- Assimilation Assimilation Assimilation Assimilation 
cpr yoy pore ; cen Fae nel : yma + Atmung ip 
; in mm in mm in cmm in emm o des Maxi- 
malwertes 
I. Temperatur 10,0°C, K 2,41. 

740 0,5 +- 1,5 2.0 3,62 4,82 29,0 
1430 0,5 4+- 2.5 3.0 6,03 7,23 $3,5 
5240 0,4 + 4,5 4,9 10,85 11,81 71,0 
7970 0,6 + 6,1 5,7 12,29 13,74 82,7 
9640 0.5 + 5,5 6.0 13,26 14,46 87.0 

14480 0,6 + 65,8 6,4 13,96 15,42 92,7 

43 700 0,6 6,3 6,9 15,18 16,63 100.0 

53300 0.5 ‘; Ga 6.9 15,42 16,63 100.0 
II. Temperatur 20,0°C, K 2.53 

300 L3 0.0 1,2 0,00 04 8.6 
1 230 1,3 + 20 3,3 5,06 8,34 23,7 
2850 £3 + 4,4 5,6 11,13 14,17 10,3 
$720 is 6,5 7,8 16,44 19,73 ob, 1 

10100 1,3 + 9,7 11,0 24,54 27,83 79,1 

21200 1,2 + 12.2 13,4 30,87 33,90 96,4 

42.600 1,2 + 12,7 13,9 32,13 35,17 100.0 
Ill. Temperatur 30,0°C, K = 2,66. 

650 1,6 + 0,4 2,0 1,06 5,32 10,9 
2550 LT + 3,4 5,1 9,04 13,57 27,9 
4500 1,6 6,7 8,3 17,82 22.08 15,4 
8280 1,8 t 10,1 11,9 26,87 31,65 65,0 

12.500 Be 12,6 14,3 33,52 38,04 78,1 
15450 1,6 13,5 15,1 35,91 10,17 82,5 
19400 1,6 14,7 16,3 39,10 13,36 89,1 
41 700 Lat + 16,6 18,3 44,16 18,68 100,0 
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konstanten K. Spalte L enthalt die aufgestrahlten Intensitaten in Lux, 
Spalte II, ZT und TV Atmung, Assimilation und Atmung plus Assimila 
tioninmm. Spalte V zeigt die Assimilation ohne Atmung und Spalte V1 
die Assimilation plus Atmung in emm. Assimilation plus Atmung it 
Prozenten der maximalen Assimilation enthalt die Spalte VIT. 

Die Werte der Spalte I und V sind in der Abb. 2 graphisch dar 
gestellt. Die Kurven fiir 10°, 20° und 30° beginnen bei der Intensitat 
Null mit der Dunkelatmung, die bei 10° am kleinsten, bei 30° am gréBten 
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Abb. 2. Temperaturverlauf der Intensitiitskurve fiir weiBes Licht 


ist. Bei kleinen Intensitaéten verlaufen sie einander parallel, wobei die 
10°-Kurve iiber den beiden anderen liegt. Die Assimilation ist also 
bei 109am gr6Bten. Die Schnittpunkte der drei Kurven mit der x-Achse 
geben die Lage des Gaswechselgleichgewichtes an, wobei das Gas- 
wechselgleichgewicht bei 10° bei etwa 200 Lux am tiefsten liegt. Das 
fiir 20° liegt bei 300 und das fiir 30° bei 600 Lux. Bei diesen genannten 
Lichtwerten ist also die gemessene Assimilation gleich Null, d.h. die 
Atmung ist gleich der wahren Assimilation. Samtliche drei Kurven 
biegen bei héheren Lichtwerten um, wobei die 16°-Kurve den kiirzesten 
geradlinigen Anstieg besitzt. Sie schneidet die 20°- und 30°-Kurve bei 
1500 und 1800 Lux. Die 20°-Kurve ist bis zu einer Intensitaét von 
5000 Lux ziemlich geradlinig und schneidet die 30°-Kurve bei 2800 Lux. 
In dem Gebiet der drei Schnittpunkte ist die Assimilation also an- 
nahernd unabhangig von der Temperatur. Die 10°-Kurve besitzt ihre 
starkste Kriimmung bei etwa 2000 Lux, die 20°- und 30°-Kurve bei 
etwa 5000 bzw. 7000 Lux. Bei allen drei Kurven wird der Grenzwert 
bei etwa 30000 Lux erreicht. 
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Wie aus den Messungen hervorgeht, liegt das Gaswechselgleich- 
gewicht bei 20° bei etwa 300 Lux. Genauer liBt sich der Wert aus 
dieser Versuchsreihe (zu wenig kleine Assimilationswerte) nicht er 
mitteln. Es wurde deshalb ein anderer Weg versucht. 

In verschiedenem Abstande von einer Gliihlampe (200 Kerzen) 
waren mehrere Hrlenmeyer-Kolben aufgestellt. Jeder Kolben enthielt 
150 com Nahrlésung, zu der 5 ccm einer Algensuspension von bekannter 
Algenzahl gegeben wurde. Die Suspensionen waren déuBerst schwach 
griin gefarbt und wurden dann 14 Tage lang dauernd der Bestrahlung 
ausgesetzt. Die Kolben wurden zunichst in einem Vorversuch, der 
gréBenordnungsmaBig AufschluB iiber den Wert des Gaswechselgleich- 
gewichtes geben sollte, in Entfernungen von 30, 45, 60, 75, 90 und 
120 em von der Lampe aufgestellt. In 30 em Entfernung hatten sich 
die Algen noch vollkommen normal weiter vermehrt, in 45 em war die 
Vermehrung geringer, und in 60cm schien keine Veranderung ein- 
getreten. Die Algen, die weiter als 60 em von der Lampe entfernt waren, 
zeigten keine Vermehrung. Unter dem Mikroskop betrachtet sind sie 
kleiner und fast farblos. Das Gaswechselgleichgewicht schien danach 
zwischen den beiden Lichtwerten von 250 und 350 Lux zu liegen. 

Im folgenden Versuch reichte das untersuchte Gebiet von 180 bis 
500 Lux. Die einzelnen Kolben standen bedeutend dichter beisammen. 
Die Entfernungen von der Lampe differierten nur um 3 cm. Bei 278 Lux 
waren keine Veranderungen eingetreten. Dagegen waren bei 252 Lux 
die Algen schon kleiner und farbloser geworden, wahrend bei 325 Lux 
die Algenzahl sich noch um ein Drittel vergréBert hatte. Der Versuch 
wurde mehrere Male wiederholt und ergab immer dasselbe Ergebnis 
Die Zah] der Algen wurde in derselben Weise bestimmt wie bei der Ein 
stellung der Standardsuspensionen fiir die Assimilationsmessungen. 

Wir kénnen also annehmen, da} bei sehr diinnen Algensuspensionen 
das Gaswechselgleichgewicht bei etwa 275 - 10 Lux liegen mul. Bei 
dichteren Suspensionen wird sich das Gleichgewicht nach héheren 
Lichtstairken verschieben. 

In Tabelle IL sind auf der linken Seite die Ergebnisse det 
Berechnung der Quantenzahlen, auf der rechten die Daten zur Be 
stimmung des Ausnutzungsfaktors zusammengestellt. Die Intensitat 
wurde bei simtlichen Versuchen mit weiBem Licht in Lux angegeben 
(Spalte I). Spalte IT enthalt die aufgestrahlte Intensitat in energetischen 
Hefner-Kerzen. Zur Umrechnung der Intensitat in Lux in energetische 
Hefnerkerzen wurde nach den Angaben von Geh/ho/f und Liebenthal! 
LLux zu 1,05- 10-7 cal/qem-sec? berechnet. Die aufgestrahlten 


1 Gehthoff, Lehrb. d. techn. Physik 1926; Liebenthal, Handwérterbuch 
der Physik (Energetisch-photometrische Beziehungen fiir die Nitralampe.) 
Springer-Verlag. 
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Hefnerkerzen mit der Belichtungszeit von 900 sec, der Fliche des 
Versuchstroges von 9,1 qem und der einer Hefnerkerze entsprechenden 
h- v-Zahl von 2,81 - 1014 multipliziert, ergeben die in Spalte ITI stehenden 
aufgestrahlten #-». Hierbei nahmen wir als Schwerpunkt der Weilen- 
lingen 2 — 5800 A an. Aus der bei Hichho{{! angegebenen Absorption 
einer diinnen Algensuspension, die der benutzten Suspension entspricht, 
laBt sich fiir das gesamte sichtbare Spektrum eine Absorption von 
etwa 10° abschatzen. Spalte IV enthalt die absorbierten h - ». Spalte V 
und VI gibt die Assimilation plus Atmung in mm und in emm (Multi- 
plikation mit der angegebenen Manometerkonstante A) an. Assimilation 
plus Atmung in cmm multipliziert mit 2,69 -1016 (1 emm — 2,69-10!® Mo- 
lekiile Sauerstoff bei 760 mm Druck und 6° C ergeben die in Spalte VII 
stehenden Molekiile Sauerstoff. In Spalte VIII sind die Werte iiber die 
Quantenzahlen dargestellt, die durch Bildung des Quotienten: Anzahl 
der absorbierten h-yv/Anzahl der gebildeten Molekiile Sauerstoff er- 
halten wurden. 


Aus den Messungen von Warburg und Negelein ergab sich bei 
kleinen Lichtstarken eine Quantenzahl von 3.5 bis 5,5 Quanten pro 
Elementarproze8. Die Versuche wurden in vier Spektralbezirken 
(Rot, Gelb, Griin und Blau) durchgefiihrt. Noddack und Fichhoff 
haben bei kleinen Lichtstarken und bei der Verwendung von Algen 


15%, in verschiedenen Spektralgebieten 


eine Quantenzahl von 4,0 — 
(vom Rot bis Griin) gefunden. In neuester Zeit fand Ricke bei genauer 
Kinhaltung der Arbeitsweise von Warburg und Negelein ebenfalls 4, 
genauer 4,2. Aus unseren Berechnungen unter Zugrundelegen der 
Ergebnisse mit weiBem Licht und einer angenommenen mittleren 
Absorption von 10% geht hervor, daB bei sehr kleinen Intensitaten 
(wenig iiber dem Gaswechselgleichgewicht) ebenfalls 4 Quanten ndétig 
sind. Die Quantenzahl nimmt mit steigender Intensitat sehr stark zu. 
Aus den wenigen Daten bei kleinen Intensitaten geht auch weiter 
hervor, dal} bei 16° die Quantenzahl gréBer ist als bei 20° und diese 
wieder gréBer als die bei 30°. 


Der zweite Teil der Tabelle enthalt die berechneten Werte zur 
Bestimmung des Ausnutzungsfaktors. Spalten LX und X enthalten die 
aufgestrahlte und absorbierte Energie in kleinen Kalorien. Die auf- 
gestrahlte Intensitat mit 22.8 - 10-6 cal (1 HK — 22.8 - 10-6 cal) multi 
pliziert ergibt die ange gebene Intensitat in Kalorien. Bei der Berechnung 
der chemischen Energie, die den erhaltenen Molekiilen Sauerstoff ent- 
spricht, wurde die pro ElementarprozeB vom Licht im giinstigsten 
Falle zu leistende Energie von 112000 N cal zugrunde gelegt. Die Aus- 


H. J. Eichhoff, diese Zeitschr. 308, 127, 1939. 
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Ch. Kopp: 





nutzungsfaktoren in Prozenten finden sich in den beiden letzten Spalten 
bezogen auf die aufgestrahlte und die absorbierte Energie. 







Die Abhangigkeit des Ausnutzungsfaktors von der aufgestrahlten 
Intensitat ist in Abb. 3 graphisch dargestellt. Als Abszisse wurde dix 



























aufgestrahlte Intensitaét in Lux, als Ordinate der Ausnutzungsfaktor, 
bezogen auf die aufgestrahlte Energie, gewahlt. Aus simtlichen drei 
Kurven geht hervor, da die Ausnutzung bei kleinen Intensitaéten am 
gréBten ist. Mit steigender Intensitét nimmt der prozentual aus 





genutzte Anteil sehr stark ab. Die Kurven nahern sich asymptotisch 
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Abb. 3. Ausnutzungsfaktor in Abhingigkeit von der Intensitit. 


der x-Achse. Bei der Betrachtung der Einzelkurven zeigt sich, da8B bei 
héheren Intensititen (oberhalb des 8. 198 angegebenen Schnittpunktes 
der Intensitaétskurven) die Ausnutzung mit der Temperatur zunimmt, 
webei aber bei der Erhéhung der Temperatur von 10 auf 26° bedeutend 
mehr der zur Verfiigung stehenden Energie in chemische Energie um- 
gewandelt wird als bei dem Temperatursprung von 20 auf 30°. 

Aus den Versuchen von Noddack und Komor geht hervor, daB die | 
Ausnutzung des eingestrahlten Sonnenlichtes wahrend einer langen 
Wachstumsperiode bei Pflanzen etwa 0.4 bis 26% betrigt. Nach 
ailteren Messungen! werden etwa 1 % des aufgestrahlten Lichtes von der 
Pflanze ausgenutzt. 


Es ist erstaunlich, wie wenig des zur Verfiigung stehenden Lichtes 
von der Pflanze bei héheren Intensitaéten ausgenutzt zu werden scheint. 
Ein groBer Teil der auftreffenden Strahlung wird reflektiert oder in 
Wiirme verwandelt, wobei aber die Warme ja erst die Méglichkeit des 





1 Siehe J. Komor, diese Zeitschr. 305, 381, 1940. 
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Energieausbeute bei der Assimilation der Kohlensaure. 203 


Pflanzenwachstums schafft. Bezieht man also den Ausnutzungsfaktor 
auf die absorbierte Energie, so wird das Bild sofort ein ganz anderes. 
Bei kleinen Intensitéten, wenig itiber dem Gaswechselgleichgewicht, 
kann die Ausnutzung etwa 50° betragen (Spalte XIII der Tabelle IT) 


Berechnet man aus den bei Noddack und Komor angegebenen. 
Daten iiber die auf die Pflanzen aufgestrahlte Energie die wahrend der 
Versuchszeit herrschende Intensitét in Lux, so kommt man im Mittel 
auf etwa 11000 bis 12000. Bei 12000 Lux (26°C) erhielten wir einen 
Ausnutzungsfaktor von etwa 1,4, Noddack und Komor im Mittel 0,7 %. 
Der von uns bei Algen gefundene Wert ist etwa doppelt so groB. Obwohl 
sich die Messungen an Algen nicht direkt mit den Ergebnissen an 
Pflanzen unter Freilandbedingungen vergleichen lassen, so miissen wir 
doch annehmen, daB der Wert von 1,4° dem wirklichen Ausnutzungs- 
faktor naher kommt, da bei den Untersuchungen an Algen der Gas- 
wechsel bedeutend besser zu erfassen ist und die Dunkelatmung mit 
gewisser Sicherheit beriicksichtigt werden konnte. 


Versuche mit monochromatischem Licht (2 = 6500 A). 

Die Versuche wurden bei 10° und 20° durchgefiihrt, wobei als 
Versuchsobjekt die Suspension A39 verwandt wurde. Fiir kleine 
Intensitaten diente eine Gliithlampe, fiir groBe Intensititen zwei Bogen- 
lampen als Lichtquellen. Mit Hilfe von Dispersionsfiltern wurde eine 
geniigend monochromatische Strahlung erzeugt. Die Lichtschwachung 
wurde durch Siebplatten verschiedener Lochzahl und Grébe erreicht, 
die in den Strahlengang zwischen den beiden Filterthermostaten W, 
und W. eingesetzt wurden. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle III zusammengestellt. Spalte I 
enthalt die aufgestrahlte Intensitat in energetischen Hefnerkerzen, 
Spalte IT die aufgestrahlten h - y, die aus den Daten der Spalte I durch 
Multiplikation mit 900 (Zeitdauer der Belichtung in sec) - 9,1 (Boden- 
fliche des Versuchstroges in qem) - 3,13 - 10! (1 HK = 3,13 - 10" 4 - ») 
erhalten wurde. Die Absorption der verwendeten Algensuspension 
wurde mit dem Ellipsoid-Photometer von W.Noddack und H. J. 
Eichhoff (l.c.) zu 94% bestimmt. Die Werte der Spalte Il mit 
f — 0,094 multipliziert, ergeben die in Spalte III stehenden absorbierten 
h-yv. Spalten IV und V enthalten die gemessene Atmung und Assimila- 
tion, Spalte VI Atmung plus Assimilation in mm. Die Werte der 
Spalten VII und VIII, Assimilation in emm und Assimilation plus 
Atmung in cmm, errechneten sich aus den Daten der Spalten V und VI 
durch Multiplikation mit den angegebenen Manometerkonstanten. In 
Spalte IX ist die Assimilation plus Atmung in Molekiilen Sauerstoff 
(lemm = 2,69 - 1016 Molekiile bei 0° und 760 mm) angegeben und 

14* 
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J rgieausbeute bei der Assimilation der Kohlensaure. 205 
Spalte X thalt die Quantenzahlen, d.h. den Quotienten aus absor- 
bierten h und gebildeten Molekiilen Sauerstoff. 


Der riauf der Intensitaétskurven (ohne Atmungskorrektur) geht 
aus Abb. .iervor. Als Abszisse ist die aufgestrahlte Intensitat in HK 


als Ordi die Assimilationsgeschwindigkeit in emm/900 sec auf 
getrage? oe Kurven beginnen beim Intensitatswert Null wie die 


Intensit. ki rven bei weiBbem Licht mit negativer Assimilations 
geschwin gheit, d. h. mit den Atmungswerten. Bei kleinen Intensitaten 
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autgestrahle energetische K 


bb. 4. Temperaturverlauf der Intensitiitskurve fiir rotes Licht. 


laufen die Kurven einander parallel und die Assimilationsgeschwindig- 
keit ist der aufgestrahlten Intensitét proportional. Bei niedriger Licht- 
stirke ist die Assimilation bei 10° gréBer als bei 20°, was bereits von 
Blackman und Warburg festgestellt wurde. Die 16°-Kurve hat einen 
geradlinigen Anstieg bis zu etwa 50° des Maximalwertes der Assimila- 
tionsgeschwindigkeit und besitzt ihre starkste Kriimmung bei etwa 
6 HK. Der Grenzwert der Assimilationsgeschwindigkeit wird bei etwa 
20 HK erreicht. Der Anstieg der 26°-Kurve ist ebenfalls bis 50°) des 
Maximalwertes geradlinig. Ihre starkste Kriimmung liegt bei etwa 
11 HK und der Grenzwert wird bei etwa 25 HK erreicht. Der Schnitt 
punkt der beiden Kurven liegt bei 5,5 HK. 


Aus den Quantenzahlen der Spalte XI laBt sich fiir den gerad- 
linigen Teil der beiden Intensitatskurven bei 16° und 26° 1m Mittel eine 
Quantenzahl von 4,3 bzw. 4,1 15° errechnen. Hierbei werden die 
Quantenzahlen bei den kleinsten Intensitaten wegen ihrer gréberen 
Unsicherheit nicht beriicksichtigt. Das Umbiegen der beiden Kurven 
aiuBert sich in einem GréBerwerden der Quantenzahlen, was gleich- 
bedeutend ist mit einem Riickgang der Ausbeute. Nach den Messungen 











206 Ch. Kopp: Energieausbeute bei der Assimilation der Kohlensiure 
von Blackman! ist die Assimilationsgeschwindigkeit bei niedrige: 
Intensitaten von der Temperatur unabhangig, d.h. der Temperatur 
koeffizient der photochemischen Reaktion = 0. Bei den hier durch 
gefiihrten Messungen scheint ein geringer Temperaturkoeffizient zu 
bestehen, da die Quantenzahl bei 16° héher liegt als die bei 26° ( 
Dieser scheinbare Temperaturkoeffizient diirfte durch die Atmungs 
korrektur verursacht sein und er wird wegfallen, wenn man nicht wii 
bisher die Dunkelatmung, sondern die im Licht stattfindende Atmung 
zu der gemessenen Assimilationsgeschwindigkeit addiert ?. 


Herrn Prof. Dr. W. Noddack méchte ich meinen ergebensten Dank fii 
die Anregung zu dieser Arbeit und das stets férdernde Interesse wihrend 
der Ausfiihrung aussprechen. 


1 Blackman, Ann. of Bot. 19, 281, 1905. — ? Vgl. dazu W. Noddaci 
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u. Ch. Kopp, |. ¢. 
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Zum Abbau organischer Siiuren durch Bacterien. 


Ill. Mitteilung?: 
Der aerobe Abbau der Essigsiiure dureh Bact. tureosum. 
Von 
Wilhelm Franke und Hans Rudloff’. 
(Aus dem Chemischen Universitatslaboratorium zu Miinchen.) 
(Eingegangen am 11. August 1941,) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In der I. Mitteilung! der vorliegenden Veréffentlichungsreihe war 
auf die Tatsache hingewiesen worden, da beim aeroben Abbau ge- 
wisser Substrate durch Bacterien die Sauerstoffaufnahme vor Er- 
reichung des theoretischen Endwertes haltmacht. In besonders typischer 
Weise zeigten dieses Verhalten die E'ssigsdure und die Brenztraubensdure, 
die bei vollstandiger Verbrennung 4 bzw. 5 Atome Sauerstoff auf- 
nehmen miiSten: ,,Fiir zehn verschiedene Bacterien, bei denen nach 
3 Stunden, verglichen mit der Leeratmung, ein annihernder Endpunkt 
der Acetatoxydation erreicht war, lag die O.-Aufnahme zwischen 1,9 
und 3,1 Atomen Sauerstoff pro Molekiil Essigsiure; bei acht Bacterien 
lagen die annaihernden O,-Endaufnahmen zwischen 2,2 und 3,5 Atomen 
Sauerstoff pro Molekiil Brenztraubensiure.‘‘ Die Tatsache des offen- 
bar unvollstandigen Substratabbaus legte den Versuch einer Isolierung 
von Zwischenprodukten nahe, wobei — nach dem Vorgange Thunhergs® 
— in erster Linie an Bernsteinsdure 

CH,-COOH —on ORs: 0008 
CH;-COOH + CH,-COOH 
zu denken war, deren primire Bildung aus Essigsiure nach Versuchen 
an Schimmelpilzen4 und Hefen5 einen gewissen Grad von Wahrschein- 
lichkeit fiir sich hatte. Im Falle der Bacterien war allerdings beim 
Nachweis der Bernsteinsiiure mit Schwierigkeiten zu rechnen, ,,da diese 
meist mit gréBerer oder wenigstens ahnlicher Geschwindigkeit umgesetzt 
wird wie Essigsiure; allein bei zwei Bacterien B. turcosum und 


1 T. Mitteilung: W. Franke u. W. Peris, diese Zeitschr. 295, 61, 1937; 
II. Mitteilung: M. Deffner u. W. Franke, Liebigs Ann. 541, 85, 1939. 
2D 19. Infolge der auBeren Verhaltnisse kann die bei Kriegsausbruch fast 


abgeschlossene Arbeit erst heute veréffentlicht werden. — * 7’. Thunberg, 
Skand. Arch. Physiol. 40, 1, 1920. — * Literatur bei K. Bernhauer, Ergebn. 
d. Enzymforsch. 8, 184, 1934. — ° Literatur bei R. Sonderhoff, ebenda 3, 


163, 1934. 




















































208 W. Franke u. H. Rudloff: 
B. syncyaneum liegen die Verhaltnisse anders und ‘assen den Versuch 
eines praparativen Nachweises der Bernsteinsdéure aussichtsreich er 
scheinen*. 

In der vorliegenden Arbeit ist die Frage nach dem Abbauweg de1 
Essigsdure in der Bacterienzelle praparativ untersucht worden, und 
zwar an dem hierfiir besonders geeignet erscheinenden B. turcosum, eine: 
farbstoffbildenden Pseudomonas-Art1, in der nach den orientierenden 
Versuchen der I. Mitteilung der aerobe Acetatabbau rund_ fiinfma! 
rascher erfo!gt als der Succinatabbau, wahrend fiir B. syncyaneum 
abniich wie fiir Bierhefe das entsprechende Umsatzverhaltnis nur 
3:1 betrigt. 

Methodik. 


Bei Ziichtung und Aufarbeitung der Bacterien hielten wir uns im 
allgemeinen an die Angaben der [. Mitteilung. Die Stammkultur war 
die uns schon friiher vom Botanischen Institut der Technischen Hoch 
schule Miinchen liebenswiirdigerweise iiberlassene. Der Organismus 
wuchs auf glucose- und peptonhaltigem Bouillonagar — spater wurde 
mit gleichem Erfolg haufig ein Hefewasser-Fleischextraktagar mit den 
selben Zusatzen verwendet als derbe, mattglanzende, gelbrote Auf 
lage und lieferte pro Kolle-Schale (14cm Durchmesser) rund 100 mg 
Bacterientrockengewicht. 

Die Aufbewahrung der nicht sofort verwendeten Bacterien erfolgt: 
in physiol. NaCl-Lésung im Eisschrank. Da die stérende Eigenatmung 
der Organismen hierbei erheblich zunahm, wurde die Suspension jeden 
Morgen vor Beginn eines neuen Versuchs erneut zentrifugiert, wobei 
die Leeratmung auf den urspriinglichen kleinen Betrag zuriickging. Di: 
Bacterien waren in dieser Weise etwa 1 Woche verwendbar. Nach 
dieser Zeit erlitten sie eine Schadigung, was sich in irreversiblem An 
steigen der Leeratmung bei stark abnehmender Aktivitat gegentiber 
zugesetzten Substraten auBerte. 
Die manometrischen Messungen des Gaswechsels der .,ruhenden** Bacterien 
wurden in Warburg-GefaBen bei 37,5° unter Luft durchgefiihrt. Zur Be 
stimmung der O,-Aufnahme wurde in den Mitteleinsatz der GefaBe 21 
KOH, auf Filtrierpapier aufgesogen, gegeben. Zur Messung der CO,-Ent 
wicklung blieb der Mitteleinsatz leer, doch wurden vor Versuchsbeginn i 
den seitlichen Schliffkipper '/,—lecem 2n H,SO, gebracht, die nac} 
beendetem Versuch durch Drehen des Kippansatzes zugesetzt wurden. Dei 
dann abgelesene Druck entspricht der Druckdifferenz von entwickelten 
CO, und verbrauchtem O,; mit Hilfe der im Parallelversuch bestimmnte 
O,-Aufnahme lieB sich die CO,-Abgabe berechnen. 

Zu prdéparativen Untersuchungen reichten die kleinen Ansatze det 
Warburg-GeféBe mit etwa 5cem Versuchsfliissigkeit nicht aus. Es wurd 


1 Beschreibung bei Lehmann-Neumann, Bakteriol. Diagnostik 2, 466, 
Miinchen 1927. 
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daher zu diesen Zwecken der 100fache Ansatz der Gaswechselversuche ver- 
wendet und in einer mit Tropftrichter, Gaseinleitungs- und -ableitungsrohr 
versehenen Flasche von 2—3 Liter Inhalt geschiittelt. Um aber in diesem 
Falle hinsichtlich O,-Aufnahme und CO,-Abgabe nicht nur auf Analogie- 
chliisse von Kleinansaétzen angewiesen zu sein, verbanden wir mit der 
Flasche, ahnlich wie bei den Warburg-GefaBen, ein Manometer, das je nach 
Erfordernis mit Brodie-Lésung, Clerici-Lésung (spez. Gew. etwa 3) oder 


Quecksilber gefiillt war'. Da sich in diesen GroBansatzen trotz ver 
schiedener dahin gehender Versuche eine befriedigende kontinuierliche 


CO,-Absorption nicht erreichen lieB, muBte das CO, im Gasraum belassen 
und am Ende des Versuchs bestimmt werden. Hierzu wurde die Versuchs 
fliissigkeit durch ZuflieBenlassen von 2n H,SO, aus dem Tropftrichter 
angesdéuert (um auch die gebundene Kohlensaure zu erfassen) und an 
schlieBend das CO, mit Stickstoff in ein mit titrierter Ba(OH),-Lésung 
gefiilltes 10-Kugelrohr tibergetrieben. Von dieser CO,-Menge wurde das im 
Ansatz schon zu Anfang enthaltene CO, von Zeit zu Zeit bestimmt 
als Korrekturwert abgezogen. Nach dem Austreiben der Kohlensdure 
wurden die Bakterien abzentrifugiert. 

Fiir die nun folgende Bestimmung der unverbrauchten Essigsdure wurde 
im Vakuum unter Stickstoff destilliert. Zur quantitativen Erfassung det 
fliichtigen Saure wurde die Destillation mehrmals wiederholt, nachdem 
jeweils etwa 50—70cem destilliertes CO,-freies Wasser zum Riickstand 
gegeben worden waren. Testversuche ergaben, daB nach insgesamt fiint 
maliger Ausfiihrung des Verfahrens die Essigsiiure quantitativ in der eis 


> 


gekiihlten Vorlage (Kiihlente) vorhanden war, z. B.: 





l Il 
RARE OTR RONOUED ois ko sea d 6 cod eae ee 1,00 mM 25 mM 
1. Fraktion ..... 0.645 ,, 1755 .. 
ae ae Te O222 0,545 ,, 
~ a 0,090 ,. O11L ., 
Essigsiure wiedergefunden a sat RO ele ora 0,030 ,, 0,050 
5. Se Spe 0.010 ., 0,012 
b. és eetee 0,004 ,, 
t ts Mee ee 0,003 ,, 
1,003 mM 2,474 mM 


Wichtig war, daB nicht weiter als bis auf etwa 5 cem abdestilliert wurde, 
da sonst Gefahr bestand, daB die Schwefelsiure aus dem NaCl der zum 
Suspendieren der Bacterien verwendeten physiol. Kochsalzlésung HC! frei 
machte. Zur Sicherheit wurde nach der Titration der itibergegangenen 
Essigsiure mit n/10 NaOH stets auf Abwesenheit von Cl’ mit AgNO, 
gepriift. 

Zur Isolierung der Bernsteinsdure wurde der Destillationsriickstand 
mit Natriumwolframat und H,SQO, enteiweiBt und wenigstens 6 Stunden 
mit Ather in einem Kutscher-Steudel-Perkolator extrahiert. Wich der 


1 Vergleichende Messungen der Fe-katalysierten Pyrogallolautoxyda- 
tion in Acetatpuffer (px 3,6) zeigten iibrigens fiir den Fall, daB die Fliissig- 
keitsmengen im Verhaltnis der GefaBvolumina standen, gute Proportionalitat 
zwischen Klein- und GroBansatzen. 
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Schmelzpunkt des Atherriickstandes starker von demjenigen der Bernstei: 
siure (183°) ab, so wurde in schwefelsaurer Lésung bei Siedehitze solang: 
mit n/l0 KMnO, versetzt, bis dieses sich nicht mehr entfarbte?!. 
Atherextraktion lieferte in jedem Falle die reine Bernsteinsaure. 


Erneut¢ 


Versuchsergebnisse. 
Manometrische Versuche zur Kinetik des oxydativen Acetat- 
und Succinatabbaus. 
Zunaichst wurde der EinfluB verschiedener Faktoren auf die G: 
schwindigkeit Acetat- und untersucht, um 
mdglichst giinstige Bedingungen fiir die spaitere praparative Isolierung 


des Succinatumsatzes 


der in erster Linie als Zwischenprodukt des Essigsiureabbaus inter 
essierenden Bernsteinséure ausfindig zu machen. 


1.Abhangigkeitdes Substratumsatzes vonder Konzentration 
& 4 


a) Acetat. Der allgemeine Ansatz dieser Versuche war: 








m lcem 1%%ige Bacteriensuspension, 
— m 2cem m/5 Phosphatpuffer, px 7, 
1500 ad 0,02 —2,0 cem m-Na-Acetat (einer Ge 
samtkonzentration von m/250 bis 
m m/2,5 entsprechend), 
Be physiol. NaCl-Lésung bis zum Gesamt 
volumen ov cem. 
000 m Wie Abb. 1 zeigt, ist die Oxydations 
geschwindigkeit der Essigsaure im Kon 
zentrationsbereich von m/250—m /25 
praktisch dieselbe; héhere Konzentra 
7% ~=©6 tionen wirken in zunehmendem Mabe 
500 Ma hemmend. 
In den Ansaitzen mit den beiden 
niedrigsten Substratkonzentrationen 
il (m/250 und m/100) ist die O,-Auf 
Sel nahme nach etwa 2—3 Stunden prak 
P + a tom visch beendet ; sie betragt dann 2,7 bzw. 
Zeit 2,1 Atome Sauerstoff oder, bei Abzug 


Abb. 1. Acetatoxydation durch 
B. turcosum bei verschiedenen Sub- 
stratkonzentrationen. (Theoretische 
O,-Aufnahme fiir m/100 Acetat 
2240 cmm, fiir m/250 Acetat 900cmm.) 


der Leeratmung? (----0), 2,1] bzw. 
1,8 Atome Sauerstoff pro Essigsaure- 
molekiil (statt 4 Atome Sauerstoff fiir 


Totalverbrennung). 


1 B. Gézsy, Zeitschr. f. physiol. Chem, 286, 54, 1935. — * Zu der 
(offenbar nicht grundsatzlich entscheidbaren) Frage nach dem besten Be- 
rechnungsmodus vgl. u. a. R. Sonderhoff,l.c. 8. 207, W. Franke u. W. Peris, 
l.c. 8. 207, H. A. Krebs, Biochem. J. 31, 2095, 1937, und R. J. Winzler, 
Anm. 9, 8S. 219. 
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b) Succinat. Die Ansaitze entsprachen volikommen denjenigen der 
Acetatreihe. Auch der EinfluB der Substratkonzentration ist qualitativ 
derselbe wie dort (Abb. 2). Wesentlich geringer ist dagegen die Ge- 


600, 3 
cmm 


a MBAR See 


0)-Authahme 








0 90 780Min. 
Abb. 2. Succinatoxydation durch B. turcosum bei verschiedenen Substratkonzentrationen, 


schwindigkeit des Umsatzes, bei n/50 Substratkonzentration z. B. drei- 
bzw, viermal kleiner (einschlieBlich bzw. nach Abzug der Leeratmung). 


2. Abhingigkeit des Substratumsatzes vom px. 

a) Acetat. In Ansatzen mit der Substratkonzentration m/100 
(siehe oben) wurde das py des verwendeten Phosphatpuffers zwischen 
5,8 und 7,6 variiert. In mehrfach 
wiederholten Versuchen wurde das 1500 
Optimum der Wirkung bei px 7,6 Dy 78 
beobachtet (Abb. 3). 

b) Suecinat. In Ansatzen von 
der Konzentration n/l00_ blieb die 
Succinatatmung auch bei Variation 
des py stets gering und von der 
GréBenordnung der Leeratmung. 
Beriicksichtigt man die Zunahme 
der Leeratmung mit steigendem py 
(Abb. 3, gestrichelte Kurven), so liegt 





das Optimum der Substratatmung 
bei px 5,8, das Minimum wahrschein- 
lich bei px 7,6 (wo Substrat- und 
Leeratmung zusammen fallen). 








3. Abhangigkeit des Substrat- 


iy Abb. 3. pxH-Einflub auf die Acetat- 
uMmsatzesvom Oo- Part ialdruck oxydation durch B. turcosum. 


laBt sich beim Ubergang von Luft zu reinem Sauerstoff nicht nachweisen 
(vgl. Franke und Peris, |. c. 8. 207). 
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4. Die Abhangigkeit 
des Substratumsatzes von der Bacterienkonzentration 
wurde in Acetatversuchen gepriift, wobei im Konzentrationsbereich 


zwischen 0,1 und 1,0°, annahernde Proportionalitat beobachtet wurde 


wahrend bei nochmaliger Steigerung der Bacterienmenge aufs Dreifach: 
nur mehr Verdoppelung der Reaktionsgeschwindigkeit eintrat. 


5. Der Respirationsquotient 
der Acetat- und Succinatoxydation. 
Der theoretische Respirationsquotient (RQ) der Essigsdure ist 
nach 
CH,:-COOH + 20, = 2C0, +2H,0 





gleich 1, genau wie derjenige der Kohlenhydrate. Bleiben beim oxy 


dativen Abbau Zwischenprodukte liegen, so mu RQ <1 werden 
(Er wiirde 1 bei der Entstehung von Stoffen erhéhten Wasserstoff 


gehalts, z. B. héheren Fettsduren.) Dagegen spricht der RQ auf dic 
Bildung von Verbindungen der Formel (CH,0O),,, also besonders Kohlen 
hydraten, nicht an. Doch wird ein derartiger Vorgang an der Anderung 
des Verbrauchsquotienten O,/CH,-COOH, der bei vollstandiger Ver 
brennung — 2 sein wiirde, offenbar. 

In der Warburg-Apparatur wurde der Respirationsquotient fiir 
KEssigsdure und Bernsteinsdure — \letzterer theoretisch 1,145 — bei 
einer Substratkonzentration von n/100 und auBerdem noch fiir die 
Leeratmung zu verschiedenen Versuchszeiten und bei variiertem py 
bestimmt. 





Die RQ-Werte der Tabelle L sind bei py 5,8, diejenigen der Ta belle 11 
bei pu 5,8, 7,0 und 7,6 aufgenommen., 


Tabelle I. 








Leeratmung Acetat Succinat 
















Nach 10 Blinwten ... .cceccvccccss 1,3 1,08 1,0 
a Son = Rh ouccrs teehee eters e 1,0 10 0,92 
- 60 eA Wie vane ee OH 1,0 0,96 1,2 
pe Oe et, ee ee ee 1,0 0,95 LZ 
«« aD er th te See Gee 1,0 0,89 1,18 

180 SE et oh ee 8 1,0 0,89 1,2 
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ERO OU MD 55s cb oe vw vee 
180 te ee Benet ete 0,95 0,98 1,08 
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Das iibereinstimmende Ergebnis der beiden Tabellen ist. da die 
vemessenen Respirationsquotienten sowohl fiir Essigsiure wie fiir 
Bernsteinséure sich nur wenig von den theoretischen unterscheiden, 
Dieses Ergebnis ist auch in spateren GroBversuchen (Tabelle LIT nd TV) 
fiir den Fall der Essigsiure immer wieder bestatigt worden. 


Praparative und Bilanzversuche. 

Die vorangegangenen kinetischen Untersuchungen hatten die 
Moglichkeit einer Isolierung von Bernsteinsaure bei der bacteriellen 
Acetatoxydation offengelassen: einerseits hatte sich die Oxydations- 
geschwindigkeit der Bernsteinsiure als derjenigen der Essigsaure 
wesentlich unterlegen erwiesen, andererseits hatte der experimentel! 
bestimmte Respirationsquotient der Essigsiure keinen Anhaltspunkt 
fiir das Auftreten grdéferer Mengen von Zwischenprodukten ergeben. 
Die Entscheidung in dieser Frage sollte durch die priparative Auf- 
arbeitung gréBerer Oxydationsansatze im allgemeimen 500 cem 
(S. 209) herbeigefiihrt werden: nebenher liefen zur Kontrolle unter 
den gleichen Bedingungen meist noch einige Kleinansatze (5 cem) in 
Warburg-GefaBen. 

Unter Beriicksichtigung der in den kinetischen Versuchen gewonnenen 
Ergebnisse wurde als Acetatkonzentration meist n/10 selten darunter 
als Bacterienkonzentration meist 0,1 °, — bisweilen auf 0,3 —0,4 © erhéht 
gewahlt. Das Antfangs-py der phosphatgepufferten Ansitze war 7,3, clic 
Endwerte lagen im allgemeinen um ein bis einige Zehntel Einheiten héher 
Die Versuche wurden im Thermostaten entweder bei (sommerlicher) 
Zimmertemperatur (24—26°) oder bei 36° ausgefiihrt. Die Versuchszeiten 
lagen im ersteren Falle zwischen 3!/, und 49 Stunden, im letzteren zwischen 
2 und 5 Stunden. Die Menge der im Versuch insgesamt verbrauchten (ver 
schwundenen) Essigsiure wurde. wie S. 209 angegeben, durch Destil- 
lation, die Menge der verbrannten Essigséiure aus dem Mittelwert von O,-Aut 


nahme und CO,-Abgabe entsprechend dem RQ-Wert von 1 und dem 
O,/CH, : COOH- Quotienten von 2 ermittelt. Die Differenz der beiden 
Essigsiuremengen erscheint in Tabelle ILI als ,,Defizit‘’s. Bei der erheb- 


lichen GréBe des letzteren Wertes wurden die erhaltenen Bernsteimsiureaus 
beuten auf das verbrannte Acetat bezogen. 


Das Ergebnis der praparativen Versuche mit Acetatbilanz gibt die 
folgende Zusammenstellung in Tabelle IL] wieder. 

Nach Tabelle LIL laBt sich in etwa der Halfte der angestellten 
Versuche Bernsteinsdure isolieren, allerdings nur in der geringen Menge 
von maximal rund 5°. der oxydierten Essigséiure, ahnlich den Aus 
beuten, wie sie Wieland und Sonderhof/} friither schon bei Hefe erhalten 

— <__ 

1 Wieland u. Sonde rhoff, Liebigs Ann. 499, 213, 1932. Mit ,,alkohol- 
aktivierter’* Hefe (Wieland, Probst u. Crawford, ebenda 536, 51, 1938) 
konnten Sonderhoff u. Deffner (ebenda 586, 36, 1938) spater die Ausbeuten 
verdoppeln. 
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Tage 
6 


36 
36 
26 


41 2 


Std. 


0 
0 





x 
— 


mg 
0 


0 
39 


mM 
6,8 
3 # 


1,5 


6,5 


2.5 


5,5 


2.8 


mM 
12 
2 
14,3 
10,6 
10,8 
16,9 
i 


, 
6,0 


mM 
6,5 

10,5 

10,4 
5,0 
6,1 


10 


mM 


0,013 
0,011 
0,004 
0,018 
0,036 
0,124 0,025 


0,014 


mM 
0,114 
0,015 
0,155 

5 


0,1 


37 
0,114 0,126 
0,216 
0,10 


0,1 


» 


« 


yoneiqi9 A-"O 


mM 
0,12 
0,011 
0,141 

iy 


mM 
5 


21,5 


20, 

13,8 
7,9 

12.8 


mM 
2,6 


9,4 


yonwiqsa A -°O 


5) 


i 
(19,5) 


n/10 
n/10 
n/10 
n10 
n/10 


mM 
50 
50 
50 


50 


0,1 
0,1 


0,! 
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hatten. Die Ziichtung, 
dauer der Organisme: 
scheint fiir die Bernstein 
siureausbeute von Be 
lang zu sein: Ganz jung 
und sehr alte Zellen (| 
bzw. 6 Tage bei 37° bi 
briitet) lieferten kein 
Bernsteinsaure, sonderi 
nur Kolonien von mitt 
lerer Ziichtungsdaue: 
2—3 Tage). Hingegen ist 
ein eindeutiger Einfluls 
von Versuchsdauer und 
-temperatur nicht zu er 
kennen. 

DaB die gebildet: 
Bernsteinsaure auch wirk- 
lich nur beim Abbau 
der Essigsdéwre entstand 
zeigte ein praparative! 
Kontrollversuch ohne 
Acetat (Nr. 3), in dem so 
gut wie keine Bernstein 
siure nachgewiesen wer 
den konnte. 

Sehr auffallend war 
die Erscheinung des Acc 
tatdefizits, das bei allen 
Versuchen auftrat und 
Werte zwischen 23 und 
54° des gesamten Acetat 
schwundes annahm. Be 
merkenswert ist im hb 
sonderen, daB es sich 
schon bei ganz kurzer Ver 
suchsdauer, z. B. 2 Stun 
den, zeigt und daB auch 
hier ein EinfluB der Ver 
suchszeit nicht erkennbat 
ist. Die Tatsache, daB ein 
Teil der Essigsiure im 
Laufe der Versuche an 
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Tabelle IV. 

bes Pro GefiBb Acetat A 
elias S 5 we 38) 3) & 
S 2 S a = | < = = xo = 3 
= = 2s ~~ - = _ © = - ait © s 
Files $3 £ 18s); 82131818 gi @| 
= ! oS 2 a 22 oi & 2 S 2 & 
B 2 <5 2 = q & = o = oc os o 
> = 

Tage % mM mM mM mM mM mM mM > ( Std 


1 0,14 n/10 0,136 0,146 0,015 2,5 0,64 0,35 0,29 45 37,5 5", 
2 0,14 n/10 0,156 0,168 0,014 3,0 0,76 0,41 0,385 46 37,5 6 
3 0,4 n/10 0,160 0,172 0,010 2,5 0,76 0,41 0,35 46 37,5 2° 
4 0,14 n/10 0,117 0,127 0,010 2,5 0,47 0,30 0,17 36 37,5 6 
5 0.4 n/10 0,117 0,125 0,010 2,0 0,45 0,30 0,15 33 37,5 2! 
6 || 2 0,14 n/10 0,105 0,119 0,006 3,0 0,63 0,28 0,25 56 37,5 4 
7 

9 


So 8S 


21/,| 0,4 | n/10 | 0,240 0,260 0,013 2,5 1,10 0,63 0,47 43 37,5 41), 
0,1 | n/10 || 0,222 | 0,235 | 0,002 | 2,5 0,83 0,67 |0,26 || 32 25 29 


ws 


0.4 n/10 | 0,225 0,243 0,005 | 2,5 0,96 0,58 0,38 | 39 25 11 
10, 3 0,1 (n/10 |.0,201 0,218 0,005 2,5 0,77 0,62 |0,25 | 33 37,5 21 
11 || 6 0,1 n/10 0,165 0,176 0,005 1,5 0,53 0,43 0,10 19 37,5 271), 
12.6 0,1 n/10 (0,100 0,110 0,030 2,5 0,3250,2500,075 23 25 49 
13*/ 2 0,1 n/10 0,164 0,176 0,010 2,5 0,53 0,42 |0,11 20 37,5 24'), 


* In Gegenwart von m/10000 Jodacetat. 


scheinend spurlos verschwindet, schien uns hinreichend interessant, 
um eine nahere Untersuchung der Abhangigkeit dieses Effekts von den 
Versuchsbedingungen zu rechtfertigen. Tabelle TV enthalt die Ver- 
suchsdaten. 

In Warburg-GefiBen wurde O,-Aufnahme, CO,-Abgabe und Leer- 
atmung bestimmt; am Ende des Versuchs wurden je fiinf substrathaltige 
Ansitze vereinigt und zur Essigséiurebestimmung verwendet. Die Angaben 
fiir Acetat in Tabelle IV beziehen sich auf diesen fiinffachen Ansatz. 

Soweit sich keine Angaben iiber Bacterienwachstumsdauer finden, 
handelt es sich um altere Versuche, in denen die Inkubationszeit zumeist 
1—l1'/, Tage betragen hatte. 

Versuche 1, 2, 4 und 6 einerseits, 3, 5und 7 andererseits geben ein 
Bild von der Reproduzierbarkeit des Defizits, wenn annaihernd ver 
gleichbare Versuchsbedingungen, aber Bacterien verschiedener Ziich 
tungsginge und verschiedener Aufbewahrungsdauer zur Anwendung 
gelangten. Die Bacterienkonzentration scheint keine wesentliche Rolle 
zu spielen, ebensowenig die Temperatur (vgl. z. B. Versuche 3, 5 und 7 
mit 9 und 8 mit 10). Von Bedeutung ist hingegen wiederum die 
Ziichtungsdauer der Organismen : 6 Tage be briitete Kolonien (Versuche 11] 
und 12) lieferten nicht nur keine Bernsteinsaéure, sondern auch wesentlich 
niedrigere Defizite als jiingere Kulturen. In der gleichen Richtung 
wirkt ein Zusatz minimaler Mengen von Jodessigsdure! (Versuch 13). 


1 OC. E. Clifton, Enzymol. 4, 246, 1938. 
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FaBt man die Versuche 1—10 als unter , normalen’’ Bedingungen vi 
laufen zusammen, so ergeben sich fiir das Defizit Werte zwischen 
und 1/, der verbrauchten Acetatmenge, im Mittel rund 40%, 
in den Versuchen 11—13 nur der halbe Betrag hiervon erreicht wird 


wahrend 


Nach dem angewandten analytischen Verfahren kann die Differen, 
zwischen verschwundener und verbrannter Essigsaure sich nur in Forn 
einer nicht fliichtigen Verbindung entweder in der Lésung oder 
wahrscheinlicher in den Bacterienzellen wiederfinden. Aus auBere 
Griinden konnte diese Frage nicht mehr bearbeitet werden. Es ist 
jedoch auBerst naheliegend, daB die Bacterien aus der in der Bilanz 
fehlenden Essigsiure Kohlenhydrat (Glykogen) aufgebaut haben, zuma| 
der RQ durchweg in unmittelbarer Nahe von 1 liegt. Die letztere Tat 
sache schlieBt auch eine Fettsdure- bzw. Lipoidsynthese gréBeren Mal; 
stabes aus und ein Aminosdure- bzw. Eiweifaufbau in erheblicherem 















Umfang kommt wegen des Fehlens einer Stickstoffquelle in unsere 
groBtenteils nur kurz dauernden Versuchen erst recht nicht in Frage 

Auf das Zelltrockengewicht bezogen ist das Acetatdefizit sehr 
bedeutend, Es wiirde sich beispielsweise in den Ansatzen der Tabelle LI 
mit 1—3 Tage alten Bacterien eine Trockengewichtszunahme zwischen 
20 und 80° im Verlaufe weniger Stunden errechnen, 

Diese Tatsache ist von Interesse in Hinblick auf den Inhalt des 
viel verwendeten Begriffs ,ruhende‘‘ Bacterien fiir gewaschene und 
eventuell ,,verarmte’’ Zellsuspensionen ohne N-Quelle. Wenn sic! 
unter den genannten Bedingungen auch eine Zellvermehrung hintan 
halten laBt, so ist doch keineswegs, wie manchmal irrtiimlich ang 









) 









nommen, jeder Aufbaustoffwechsel zugunsten rein desmolytischet 
Leistungen unterbunden!, Fir ein ,,Ruhen‘ in strengerem Sinne des 
Wortes sind wohl vor allem noch anaerobe Versuchsbedingungen not 







wendig 2. 






Diskussion. 










Die Frage nach dem Wege des biologischen Essigsdureabbaus hat auc 
durch die vorliegende Untersuchung keine endgiiltige Klarung erfahren 
Wohl aber haben die von Wieland und Sonderhoff 1932 am Sprof}pi/ 
Hefe erhobenen Befunde an emem Spaltpilz Bestaitigung und EF: 
weiterung gefunden. Die beiden genannten Autoren hatten die Tat 











sache, daB nur etwa 1/59, nicht aber 2/, der eingesetzten Essigsaur 


wie sich dies nach dem zahlenmaBigen Vergleich der Reaktionsgeschw i: 






digkeiten von Acetat und Succinat erwarten lieBe, als Bernsteinsiur 
wiedergefunden wird, auf den aktivierten Zustand der am_ Enzy 













1 Vel. hierzu B. R. Sandiford u. W. R. Wooldridge, Biochem, J. 25 
2172, 1931. — ? Vel. J. H. Quastel in Oppenheimer-Pincussen-Kuhn, VD 
Methodik der Fermente, 8. 1155. Leipzig 1929. 
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gebildeten Succinatmolekiile zuriickgefiihrt. Nach Wieland! sind in 
diesem und ahnlichen Fallen (vgl. z. B. Aldehydumsatz bei der bacteri- 
ellen Alkoholsdiuerung?) ,,die Molekeln erfiillt von der Anregungsenergie, 
die sie hat entstehen lassen, und darum anderen kinetischen Gesetzen 
unterworfen als das stationaire Material‘. 

In unseren praparativen Versuchen waren die kinetischen Voraus- 
setzungen fiir eine Isolierung von Bernsteinséure noch erheblich giinstiger 
als bei Hefe, so daB einé Ausbeute von 75 80° des eingesetzten 
Acetats theoretisch durchaus gegeben war. Wenn wir in der Praxis 
wiederum nur etwa 5°, 
doch auch noch andere Deutungsméglichkeiten erwagen zu miissen als 
die Wielandsche Erklarung; dies um so mehr, als die letztere implicit 
die Annahme enthalt, daB Essigsiure und Bernsteinsiure am gleichen 


erreichten, so glauben wir fiir dieses Ergebnis 


Enzym dehydriert wiirden, was nach den bekannten und viel unter- 
suchten Eigenschaften der Succinodehydrase nicht eben wahrschein- 
lich ist. 

Sehr wichtig scheint nun nach neueren Untersuchungen* * yor 
allem an Hefe die Beriicksichtigung der Zellpermeabilitdt zu sein. Es 
liegen eine Reihe von Angaben vor, nach denen mehrwertige Saure- 
anionen (z. B. Hexosediphosphat, Citrat u. dgl.) ungleich schwerer 
in die Zetle eindringen und darum langsamer umgesetzt werden als 
einwertige relativ kleine Substratanionen. Es ist auffallend, daB nach 
den friiheren Untersuchungen von Franke und Peris von B. turcosum 
auBer Bernsteinsdure auch Fumarsdure und A pfelsdure, die von fast 
allen untersuchten Bacterien mit erheblicher und vergleichbarer Ge- 
schwindigkeit umgesetzt werden, kaum angegriffen werden. Es kénnte 
also durchaus so sein, daB aus Permeabilitatsgriinden die Umsatz- 
geschwindigkeit zugesetzter zweibasischer Sauren keine Aussage erlaubt 
hinsichtlich des ReaktionsausmaBes der gleichen Substrate in der Zelle. 
Die Diskrepanz zwischen erwarteter und erhaltener Bernsteinsdure- 
ausbeute wiirde dann bloB besagen, da die Oxydationsgeschwindigkeit 
des intracellular gebildeten Succinats betrachtlich gréer ist als die des 
zugesetzten, und zwar von aihnlicher GréBenordnung wie die des Acetats. 
Wenn alte Zeilen keine Bernsteinsiure mehr liefern (Tabelle ILL), so 
kénnte dies daher riihren, da} die empfindlichere, bis heute noch nicht 
isolierte ,,Acetodehydrase‘* (wahrscheinlich komplexer Natur) bei der 
langen Inkubation eher geschadigt wird als die Succinodehydrase. Bei 


! Helv. chim. Acta 15, 521, 1932. 2 H. Wieland u. A. Bertho, Liebigs 
Ann. 467, 95, 1928. 3 J. Runnstrém u. E. Sperber, diese Zeitschr. 298, 


340, 1938; J. Runnstrém, EB. Sperber u. W. Feller, Naturwiss. 26, 547, 1938; 
J. Runnstrom, E. Sperber u. E. Karlsson, Ark. Kemi Min. Geol. 13B, Nr. 10, 
1939. — 4 F.. Lynen, Liebigs Ann. 539, 1, 1939; F. Lynen u. N. Neciullah, 
ebenda 541, 203, 1939. 
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ganz jungen Zellen kénnen ahnliche Verhaltnisse hinsichtlich Enzym 
, bildung bestehen, fiir die nach Wooldridge! charakteristische Abhangig 
keiten von der Bebriitungsdauer bestehen. 

Natiirlich geben die vorstehenden Darlegungen keine Antwort aut 
die Frage nach dem Chemismus des Acetatabbaus. Sie sind aber insofern 
von methodischem Interesse, als sie zeigen, das an , ruhenden‘* Mikro 
organismen erhaltene quantitative Resultate nicht die gleiche Beweis 
kraft besitzen als die Ergebnisse von Enzymversuchen 2. 

Die primdre Entstehung von Bernsteinsdure aus Essigsiéure ist auch in 
neuerer Zeit vor allem von Werkman und seiner Schule fiir den Stoffwechse!| 
der Propionsdurebacterien® und kiirzlich fiir die Citratvergérung durch 
Citrobacter 4 angenommen worden, wenn auch ohne iiberzeugende Beweis 
fihrung. Quastel und Webley® lehnen in einer kritischen Arbeit diesen 
Reaktionsweg fiir Propionsaurebildner ab, ohne einen plausibleren Mechanis- 
mus des Acetatabbaus angeben zu kénnen. 

Lynen und Neciullah (1. c.) haben 1939 verschiedene Argumente dafii: 
angefiihrt, das die Oxydation des Acetats in Hefe hauptséchlich iibe: 


Citronensdure — nach primarer Kondensation mit Oxalessigsiure — erfolge. 
Der weitere Abbau wiirde dann die zuerst von Martius® erkannten Stufen 
Aconitsiure — Isocitronensiure — Oxalbernsteinsiure — Ketoglutarséur: 


— Bernsteinsiure beriihren, um von dort iiber Fumarsiéure — Apfelsaiure 
wieder zur Oxalessigsiure zu fiihren. Das Gesamtbild entsprache dem von 
Krebs?.8 1937 fiir Muskel aufgestellten katalytischen ,,Citronensaéurecyclus* 
(mit Essigséure statt Brenztraubenséure als Kondensationspartner). Fiu 
die Fahigkeit der Hefezelle, aus Oxalessigsiure + Essigsiure Citronensaure 
zu synthetisieren, sind Versuche von Sonderhoff und Thomas® iiber den 
oxydativen Abbau von ,,schwerem* Ba-Acetat beweisend, in denen Citronen 
siure von einem D-Gehalt isoliert wurde, der dem bei der Kondensation 
von Oxalessigsiure mit CD,-COOH zu erwartenden genau entsprach. 
Da in der gleichzeitig isolierten Bernsteinséiure nur die Halfte der direkt 
an Kohlenstoff gebundenen Wasserstoffatome aus Deuterium bestanden, 
glauben Lynen und Neciullah, daB die Dicarbonsaéure vorwiegend nicht 
primar aus Trideutero-essigséure, sondern zum gréBeren Teil (zwei Drittel) 
auf dem Wege iiber Citronensiure gebildet worden ist. Der friihere Befund 
von Sonderhoff und Deffner!®, daB Citronensiure von frischer Hefe nur in 
minimalem Umfang angegriffen wird, stellt kein wirksames Gegenargument 
dar: Lynen und Neciullah fanden bei in fliissiger Luft gefrorener Hefe, bei 
der die Permeabilitaétsschranke in Fortfall gekommen ist, einen ums 100fache 
gesteigerten und dem der Essigsiure gréBenordnungsmaBig vergleichbaren 
Umsatz. Unter diesen Umstanden schlieBt auch die Tatsache, daB intakte 





1 W. R. Wooldridge, R. Knox u. V. Glass, Biochem. J. 30, 926, 1936; 


31, 526, 1937. — ? Vgl. hierzu W. Franke u. B. Banerjee, diese Zeitschr. 
305, 57, 1940. — * R. W. Stone, H.G. Wood u. C. H. Werkman, Biochem. 
J. 30, 624, 1936; 31, 349, 1937. — ‘4 C. R. Brewer u. C. H. Werkman, 
Enzymol. 9, 236, 1940. — ° J. H. Quastel u. D. M. Webley, Biochem. J. 
35, 192, 1941. — ° C. Martius, Zeitschr. f. physiol. Chem. 247, 104, 1937; 
257, 29, 1989. — 7? H. A. Krebs u. W. A. Johnson, Enzymol. 4, 148, 1937. 


§ Kurze Zusammenfassung bei W. Franke, Angew. Chem. 53, 580, 1940. 
— ® Liebigs Ann. 580, 195, 1937. — © Ebenda 525, 132, 1936. 
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Suspensionen von B. turcosum Citrat nicht abbauen (Franke u. Peris, |. c. 
S. 207), den Citronenséurecyclus als Hauptabbaumodus der Essigsiure fiu 
dieses Bacterium durchaus nicht aus. 

Mit einiger Sicherheit auszuschlieBen ist hingegen ein Acetatabbau 
iiber Glykolsdure-Glyoxylsdure, der fiir Schimmelpilze wiederholt ange 
nommen, jedoch nur durch Versuche mit ausgebildeten Mycelien, nicht 
durch Enzymversuche eine gewisse Stiitzung erfahren hat!’ und neuerdings 
wieder von Toeniessen und Brinkmann? nach Durchstr6mungsversuchen fiir 
den Muskel vertreten worden ist. Glykolsiure, fiir deren Eimdringen in die 
Zelle nach ihrer Konstitution kaum gréBbere Hemmungen bestehen diirften, 
wird naémlich von praktisch allen friiher untersuchten Bacterien so schlecht 
angegriffen (Franke und Peris), daB sie, intermediir gebildet, sicher zum 
groBen Teil in der Zelle hatten liegen bleiben miissen. Anhaltspunkte hierfiu 
haben sich auch in der vorliegenden Arbeit nicht ergeben. 

Andere Reaktionsméglichkeiten der Essigséure, z. B. Kondensation zu 
Acetessigsdure*®, Phosphorylierung* und eventuell Reduktion® (in Analogie 
zum Fall der Glycerinséure®) u. 4. sind noch zu hypothetischer Natur, als 
daB sie im vorliégenden Zusammenhang diskutiert werden miiften. 


Die Tatsache eines Substratdefizits berm aeroben Abbau der Essigq- 
sdure durch Mikroorganismen ist in den letzten Jahren von verschiedenen 
Seiten unabhangig beobachtet worden. So haben Giesherger’ und 
Clifton® bei verschiedenen Bacterien einen Haltepunkt der Acetat- 
oxydation teils bei der Halfte (verschiedene Spirillen), teils bei */, der 
theoretischen O,-Aufnahme (Pseudomonas calco-acetica, Bact. coli) fest- 


gestellt und bei Beriicksichtigung des Respirationsquotienten von 
rund ] auf Assimilation des Acetatrestes geschlossen nach 
CH,COOH + 0, CO, + (HCHO) + H,O (I) 
bzw. 
2CH,COOH + 30, = 3CO, + (HCHO) + 3H,0. (11) 


Essigsdurebestimmungen sind nicht ausgefiihrt worden. Geringe 
Zusitze von NaNz, Jodacetat oder 2, 4-Dinitrophenol reduzieren bzw. 
unterdriicken die Assimilation und erhéhen die O,-Endabsorption. Es 
ist bemerkenswert, da auch gealterte Bacterien sich in unseren Ver 
suchen ahnlich verhalten wie die giftgeschadigten (Tabelle IV, Nr. 11 
bis 13). 

Kirzlich erhielten wir Kenntnis von einer neuen amerikanischen 
Arbeit *, in der die Verhaltnisse bei Backerhefe nach einer der unsrigen 


' Literatur z. B. bei K. Bernhauer in Nord-Weidenhagen, Handb. d. 


Enzymol., 8. 1034. Leipzig 1940. * Zeitschr. f. physiol. Chem. 252, 
169, 1938. % Zum bacteriellen Abbau der Acetessigséiure vgl. R. Deotto, 
Enzymol. 8, 289, 1940. — 4 Vgl. hierzu L. Lipmann, Nature 144, 381, 
1939; F. Lynen, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 73, 367, 1940. > H. Rey- 
nolds, B.I. Jacobsson u. C.H. Werkman, J. Bacteriol. 33, 603: 34, 15, 
1937. — ® BE. Negelein u. H. Brémel, diese Zeitschr. 3801, 135, 1939; 308, 
132, 1939; O. Warburg u. W. Christian, ebenda 308, 40, 1939. 7 Disser- 
tation Utrecht 1936. —- * Enzymol. 4, 246, 1937. -- *° R.J. Winzler, J. 


cell. comp. Physiol. 15, 343, 1940. 


15* 
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ganz entsprechenden Methode naher untersucht worden sind. Dariibe: 
hinaus ist dort das Acetatdefizit in Form eines Kohlenhydratzuwachses 
in den Hefezellen annahernd wiedergefunden worden, wahrend sich dik 
Reaktionslésung als zuckerfrei erwies. Die quantitativen Beziehunge: 
werden durch die Gleichung 

3CH,COOH + 40, 4CO, + 2(HCHO) + 4H,0 (IU 
wiedergegeben. [Der Durchschnitt unserer eigenen Ergebnisse liegt 
zwischen Gl. (I) und (III).] Der Quotient Assimilation Oxydation 
wurde weitgehend unabhangig von py, Temperatur und Vorbehandlung 


der Hefe gefunden. 

Die Befunde von einem raschen und quantitativ erheblichen Ubergang 
von Essigséure in Kohlenhydrat stehen in Widerspruch mit gleichzeitigen An 
gaben von Smedley-Maclean und Mitarbeitern!, die bei Hefe fast ausschlief 
lich Lipoidsynthese aus Acetat fanden. In Analogie damit hatten Wieland 
und Wille? bei der Dehydrierung von Alkohol deutliche und bei derjeniger 
von Essigsdure (in einem Versuch) auBerordentliche Uberlegenheit der Fett 
gegeniiber der Kohlenhydratbildung durch Hefe festgestellt. Ein Grund 
dieser Diskrepanz kénnte in der sehr viel langeren Dauer (7— 24 Stunden) 
dieser priparativen Versuche liegen, bei der eine Maskierung der primiren 
Kohlenhydratsynthese durch den sekundaren Ubergang Kohlenhydrat —Fett 
eingetreten sein kénnte. Hierfiir sprechen in gewissem Umfang auch Ver 
suche von Stier und Newton® iiber den aeroben Glucoseabbau durch Hefe, 
in der auf einen primiren starken Anstieg des Kohlenhydratgehalts ein 
soleher des Fettgehalts folgte. 


Vermutungen iiber den Weg der Kohlenhydratsynthese aus Acetat 
zu auBern ist heute, wo noch nicht einmal der Abbauweg der Essigsaéure 
festliegt, verfriiht. Die relative Konstanz des Quotienten Assimila 
tion/Oxydation bei den einzelnen Zellarten spricht nicht nur fiir eine 
energetische Koppelung zwischen energielieferndem Abbau und energie- 
verbrauchendem Aufbau, sondern dariiber hinaus fiir eine stéchio 
metrisch-stoffliche4. 

Zusammenfassung. 


1. Der aerobe Abbau der Essigsiure durch B. turcosum, das zu 
gesetzte Bernsteinsiure wenigstens drei- bis fiinfmal langsamer oxydiert 
als Essigsiure, ist im Hinblick auf die Thunbergsche Dehydrierungs 
hypothese kinetisch und praparativ naher untersucht worden. Trotz 
fiir die Isolierung der Bernsteinsaure giinstig gewahlten Bedingungen 

' LL. D. Macleod u. I. Smedley-Maclean, Biochem. J. 32, 1571, 1938: 
vgl. auch J. Smedley-Maclean, Ergebn. d. Enzymforsch. 5, 285, 1936. - 
* Liebigs Ann. 515, 260, 1935. — ° J. cell. comp. Physiol. 13, 345, 1939 
— 4 Vgl. die analogen Verhiltnisse bei der Zellsubstanzsynthese durcl 
Hefen aus Zucker; Diskussion bei H. Fink, J. Krebs u. R. Lechner, diese 
Zeitschr. 301, 143, 1938; L. Enebo, H. Lundin u. K. Myrbdck, Svensk. kem 
tidskr, 53, 96, 1941. 
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lie sich die letztere nur in einer Ausbeute von maximal etwa 5°, 
erfassen. Der Wielandschen Deutung ahnlicher Verhaltnisse bei Hefe 
durch den status nascendi der Bernsteinséure wird die Erklarung, daB 
aus Permeabilitatsgriinden die Umsatzgeschwindigkeit zugesetzter Bern- 
steinsaure (und verwandter Dicarbonsauren) kein MaB fiir die Umsatz- 
sréBe in der Zelle abgibt, vorgezogen. Eine Entscheidung zwischen 
verschiedenen diskutierten Abbauwegen der Essigsaure ist unter diesen 
Umstanden noch nicht zu treffen. 

2. Wahrend ein Teil der Essigsaure vollstandig verbrannt wird, 
verschwindet ein anderer — etwa !/, bis !/, der eingesetzten Menge 
héchstwahrscheinlich unter Kohlenhydratbi'dung. Der Quotient Assi- 
milation/Oxydation wird durch Versuchsdauer, ‘Temperatur und 
Bacterienkonzentration kaum beeinfluBt. In alten Zellen und solchen, 
die durch Gifte (wie Jodessigsaure ) geschadigt sind, wird die Assimilation 
reduziert bzw. unterdriickt. Die Koppelung zwischen Abbau und 
Synthese scheint nicht nur energetischer, sondern st6échiometrisch- 
stofflicher Natur zu sein. 

Der Bayrischen Akademie der Wissenschaften sowie der Einhundert- 


jahrstiftung der Universitat Miinchen sind wir fiir Unterstiitzung dieser 
Arbeit zu Dank verpflichtet. 








Abbau von Histamin und Nicotin durch Bacterien. 
Von 
Herbert Bucherer und Curt Enders. 
(Aus der Technischen Hochschule und wissenschaftlichen Station fiu 
Brauerei in Miinchen.) 


(Eingegangen am 16. September 1941. ) 


Vor einiger Zeit berichteten EF. Werle (1), sowie Ek. Werle und 
R. Miller (2) tiber ein Nicotin entgiftendes Ferment in. tierischen 
Organen. Das Ferment wirkt optimal bei neutraler Reaktion, und zwar 
in Gegenwart von Sauerstoff. Durch Blauséiure und Kohlenoxyd ist es 
vergiftbar. Diese Arbeit gibt uns Veranlassung, kurz auf die Ergebnisse 
eigener zur Zeit noch laufender Untersuchungen iiber den mikrobiellen 
Abbau von Nicotin hinzuweisen. In diesem Zusammenhang wird im 
Hinblick auf eine friiher erschienene Arbeit von Werle (3) iiber das Vor 
kommen von Histaminase im Bacterium pyocyaneum auf das Ergebnis 
von Untersuchungen iiber den Histaminabbau durch Bacterien be 
richtet, die von dem einen von uns (H. Bucherer) im Rahmen von vor 
mehreren Jahren begonnenen Studien iiber die Gewinnung von gift 
abbauenden Fermenten aus Mikroorganismen mit Hilfe von Elektiy 
kulturen (4) durchgefiihrt wurden. 


1. Abbau von Nicotin durch Bacterien. 
Mit Hilfe von Elektivkulturen, die als einzige Stickstoff- und 
Kohlenstoffquelle Nicotin enthielten, gelang die Reinziichtung von 
drei Nicotin abbauenden Bacterienstimmen. Die Kultivierung erfolet: 


in folgender Nahrlésung: 


RRM eae he t Macnee, 2 ecm 

PES er ae ee 2,00 g | in 1000 cem Miinchene 
| SSOP nerine earn 0,60 ¢ Leitungswasser. 
Pet soit erin tee 0,052 | 


Je 100 cem Nahrlésung wurden in 250 cem LErlenmeyer-Kolbei 
vegeben, mit 5g Gemisch aus fruchtbarer Ackererde und Faulschlamm 
beimpft und bei 37° bebriitet. Die nach achttagiger Brutzeit entwickelter 
Mikroorganismen wurden in neue sterile Nahrlésung der gleichen Zu 
sammensetzung tibergeimpft (je eine Ose auf 100 cem) und diese Fliissig 
keitspassagen mehrmals wiederholt. Der mikrobielle Abbau von Nicotin 
laBt sich qualitativ am Auftreten von Ammoniak erkennen (positiv: 
Reaktion mit Nesslers Reagens). Aus den Nicotin abbauenden Misch 
kulturen, die durch die Fliissigkeitspassagen erhalten wurden, gelang 
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_mt 


durch Kultivierung auf Nicotinagarplatten schlieBlich die Isolierung 
von drei Nicotin abbauenden Bacterienstimmen. Die Charakterisierung 
bzw. Identifizierung dieser drei Nicotinzersetzer wird an anderer Stelle 
mitgeteilt werden. 

Versuche, den Nicotinabbau qualitativ mit Hilfe von Pikrinsaure 
durch direkte Zugabe derselben zu den Kulturfliissigkeiten nach- 
zuweisen, scheiterten insbesondere wegen des stérenden Einflusses 
der Stoffwechselprodukte, die ebenfalls mit Pikrinséure reagieren. 
Der Nicotinabbau wurde daher quantitativ nach der von Pfvyl- 
Schmidt (5) angegebenen Methode, bei der das Nicotin durch Destillation 
aus der Kulturfliissigkeit herausgeholt wird, durchgefiihrt. Besondere 
Sorgfalt wurde auf die Nicotinbestimmungen in den unbeimpften Kon- 
trollfliissigkeiten verwandt, da sich gezeigt hatte, daB sich Nicotin bei 


einer Temperatur von 35°C teilweise verfliichtigt. 





Tabelle. 
7 . ‘ °4 Nicotin- °, Nicotinabbau durch » 
Urspriinglicher > : > Bebriit ungs- 

Nihrlésung Nicotinsehalt net ber 
7 beimpfter Bacterien Bacterien Bacillus ‘ 

ecm mg Kontrolle (griin) (braun) x Wochen 
150 300 4,9 95 100 6 
100 200 35,3 95 100 8 
100 200 20,0 — 24,7 a 5 
15 25 16,0 _ 100 3 


Die drei in der Tabelle angefiihrten Nicotinzersetzer sind obligat 
aerob. Versuche, zellfreie Fermentlésungen aus diesen Nicotinzersetzern 
za erhalten, zeigten bisher kein positives Ergebnis. Die Versuche 
werden fortgesetzt. 


2. Abbau von Histamin dureh Baeterien. 


Ebenfalls durch Elektivkulturen wurde der bacterielle Histamin- 
abbau, der durch die zitierte Arbeit von Werle nachtriglich seine Be- 
statigung fand (6), seinerzeit festgestellt. Nahrlésung, die in 1 Liter 
Miinchener Leitungswasser 5g Histamin, 5g CaCOs, 05¢ KH,PO, 
und 0,6 ¢ MgSO, enthielt, wurde in gleicher Weise wie oben bereits 
beschrieben mit Ackererde beimpft. Durch anschlieBende Passagen in 
Nahrlésungen gleicher Zusammensetzung wurde eine starke Anreicherung 
der Histaminzersetzer erzielt. Mit Hilfe von Histaminagarplatten 
wurden gram-negative Stabchen, welche einen griinen Farbstoff bilden, 
rein geziichtet. Da dieses Bacterium der Fluorescens-pyocyaneum- 
Gruppe nahe steht, wurden vergleichende Versuche mit dem Bacterium 
pyocyaneum und Bacterium fluorescens liquefaciens und non lique- 
faciens durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, daB nur Bacterium pyo- 
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cyaneum zum Histaminabbau befahigt ist. Der Histaminabbau wurde 


lediglich qualitativ mit Pawlys und Nesslers Reagens verfolet. 

Versuche zur Gewinnung zellfreier Histaminaselésungen (Autolyse 
mehrfaches Gefrieren und Auftauen, Glycerinextrakte u.a.) zeigten 
bisher, daB die Loslésung der Histaminase von der Zelle nicht gelingt 
Diese Feststellung deckt sich mit dem zeitlich spiter von Werle mit 
geteilten Befund. Die Versuche werden fortgesetzt. 


Literatur. 


1) Diese Zeitschr. 298, 268, 1938. — 2) Ebenda 308, 355, 1941. 
3) Ebenda 306, 265, 1940. — 4) Herb. Bucherer, A. P. 2230130, angemeldet 
am 18. 3. 1938, erteilt am 28. 1. 1941. — 5) Handb. f. Lebensmittelchem.., 
herausgegeb. von Bémer, Juckenack u. Tillmanns, Bd. VI, 8. 295. 6) Dik 
Veréffentlichung dieser Ergebnisse konnte aus patentrechtlichen Griinden 
erst jetzt erfolgen. 
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Uber den Einflu8 der Nebennierenexstirpation 
auf den Brenztraubensiiuregehalt des Blutes 
bei Ratten’. 

Von 
Hans W. Schmidt. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin.) 


(Eingegangen am 16, September 1941.) 


Eine der wichtigen endokrin regulierenden Funktionen der Neben- 
nieren ist ihr EinfluB auf den Kohlehydratstoffwechsel. Beide, sowoh!] 
das Adrenalsystem als auch die Nebennierenrinde, sind bekanntlich von 
sroBer Bedeutung fiir diesen Teil des Gesamtstoffwechsels, Steuert das 
Adrenalin im Gegenspiel zum Insulin vor allem den Blutzuckerspiegel, 
so ist nach Verzdrs (1) Theorie das Nebennierenrindenhormon fiir die 
Phosphorylierung sowie Resorption der Kohlehydrate verantwortlich 
zu machen. — Wegweisend fiir die Erkenntnis der Aufgaben, die den 
Hormonen einer Driise zukommen, ist das Studium der Ausfalls- 
erscheinungen nach Entfernung dieses Organs. In Beziehung zum 
Kohlehydratstoffwechsel wurde bei nebennierenlosen Tieren  bisher 
vor allem der Blutzucker, der Glykogengehalt von Muskulatur und 
Leber, der Blutmilchsaiuregehalt, sowie die Blutphosphorverhaltnisse 
untersucht. Es wurde gefunden, daB der Glykogengehalt in Leber und 
Muskulatur nach Nebennierenexstirpation stark abfallt | Thaddea (2)). 
Der Blutzucker erfaihrt eine weniger deutliche Senkung { Helve (3)}. 
Hinsichtlich des Milchsiuregehalts im Blute stellte T'haddea (2) eine 
Steigerung bei nebennierenlosen Tieren gegeniiber Normalen fest. Die 
im Blute enthaltenen Fraktionen des saureléslichen Phosphors erfahren 
dagegen keine eindeutige Anderung [Helve (3)). Als ein wichtiges 
Abbauprodukt des Glykogens steht im Brennpunkt des Kohlehydrat- 
stoffwechsels jedoch besonders die Brenztraubensaure. Sie hat vor allem 
in den letzten Jahren durch die Untersuchungen v. Eulers und Mit- 
arbeitern an Interesse gewonnen. Unseres Wissens ist bisher tiber das 
Verhalten des Brenztraubensduregehalts (BTS.) im Blute nach Exstirpa 
tion der Nebennieren noch nichts bekannt. Wir haben daher in dieser 
Richtung eine Reihe von Versuchen unternommen. 

Wie aus Untersuchungen von Lu (4) und v. Euler (5) hervorgeht 
und eigene Erfahrungen erwiesen, zeichnet sich der BTS.-Spiegel im 


1 Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemein- 
schatt. 
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Blute durch besondere Labilitét aus. Schon maBige Bewegungen ode: 
Nahrungsaufnahme kénnen ihn, meist im Sinne einer Steigerung de1 
Werte, verindern. Vergleichende BTS.-Bestimmungen im Blute ohn 
peinlichste Einhaltung von konstanten Versuchsbedingungen, wir 
vleichmaBige Ernahrung, geniigend langes Niichternlassen, weitgehend 
Vermeidung aktiver Bewegungen, sind daher nur von geringem Wert 
Besonderer Nachdruck ist daher auch auf vergleichbare Kontrol! 
untersuchungen zu legen. 

Als Versuchstiere dienten uns Albinoratten eigener Zucht im 
Gewicht von 180—220 g. Sie wurden mit Kérnermischfutter und Brot, 
sowie ab und zu Griinzeug gefiittert. Wasser bekamen sie nach Belieben 
Die Entfernung der Nebennieren geschah auf lumbal-abdominellem 
Wege in Athernarkose unter véllig aseptischen Kautelen. Es wurde 
vermieden, die Driisen zu quetschen. Zudem wurde Wert darauf gelegt, 
auch den Stil der Organe mitzuresezieren, um mdglichst auch ver- 
sprengte Driisenkeime zu erfassen. Zur Kontrolle wurden alle Tiere nach 
AbschluB der Bestimmung geédffnet und makroskopisch untersucht. 
Natiirlich war es nicht absolut auszuschlieBen, daB bei einzelnen Tieren 
trotzdem noch akzessorische Keime vorhanden waren. — Bei einer 
Anzahl Ratten wurde zur Kontrolle eine Scheinoperation durchgefiihrt 
derart, da} die Nebennieren nach gleichem Vorgehen wie bei dem 
Haupteingriff aus ihrem Lager gehoben und die Bauchhéhle wie sonst 
wieder geschlossen wurde. Die Tiere wurden nach dem Eingriff in 
sauberen Kafigen einzeln gehalten und taglich gewogen. 24 Stunden 
vor der Bestimmung wurde rektal die Kérpertemperatur gemessen und 
zum letzten Male das Kérpergewicht festgestellt. Es wurden diese 
MaBnahmen mit Absicht auf den vorletzten Tag verlegt, um jede 
Beunruhigung und Bewegung des Tieres vor der eigentlichen Be- 
stimmung weitgehend zu vermeiden. Nun kamen die Ratten in enge 
Glaskafige, deren Boden mit Sagespinen bedeckt war. Gleichzeitig 
wurde ihnen damit das Futter entzogen. Mit den Kontrollen wurde 
ebenso verfahren. Das Blut wurde durch sofortige Dekapitation nach 
Herausnahme des Tieres gewonnen. Es wurde unmittelbar weiter 
verarbeitet. Die BTS.-Bestimmung geschah nach der von uns (6) 
fiir Ablesung im Polaphot abgeidnderten Methode von Lu (7). Alle 
Analysen wurden zur Kontrolle doppelt durchgefiihrt. Gleichzeitig 
mit der BTS. legten wir auch den jeweiligen Blutzuckergeha!t nach der 
Methode von Hagedorn-Jensen, modifiziert nach. Fujita-Iwatake (8), fest. 

Da v. Euler (5) gezeigt hatte, daB bei Ratten der Ovarialcyclus 
auf den BTS.-Spiegel von EinfluB ist, benutzten wir fiir unsere Versuche 
in der Mehrzahl mannliche Tiere. Die Bestimmungen wurden am 
7. oder 8. Tage nach der Operation durchgefiihrt. Bei simtlichen Tieren 
war um diese Zeit sowohl die aubBere wie innere Wunde reizlos verheilt. 
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Die epinephrektomierten Ratten zeigten jetzt meist mehr oder weniger 
deutliche Symptome der Nebenniereninsuffizienz. Zwei Tiere (Nr. 10 
und 19) befanden sich gerade zur Zeit der Untersuchung in schwerem 
Schock. Ein Teil des Versuchsmaterials fiel wegen Tod aus. 

Zur Untersuchung kamen 32 Tiere. Sie verteilen sich wie folet : 


PO rOrmiale TIIGGHOI 6 Sa ce cee Seec es 8 
b) Scheinoperierte Ratten................ 10 
c) Nebennierenlose Ratten ............... 14 


Die Ergebnisse sind aus den Tabellen I--III zu ersehen. Bei unseren 
acht Kontrolltieren ohne Operation fand sich ein durchschnittlicher 
BTS.-Gehalt im Blute von 18 y/ecm. Die scheinoperierten Tiere. 
denen als Vergleichsgruppe fiir unsere Versuche besonderer Wert bei- 
zumessen ist, hatten einen solchen von 24,2 y. Die Blutzuckerwerte 
bewegten sich zwischen 66 und 97mg”), im Durchschnitt 81 mg°, 
bei Scheinoperierten zwischen 56 und 106 mg®,, mit einem Mittel von 
74,4 mg". 

Betrachten wir nun die bei den nebennierenlosen Tieren gefundenen 
Werte, so erhalten wir einen mittleren BTS.-Gehalt von 11,4 y/cem 


Tabelle |. Normale Tiere. 








Brenztrauben- 


Nr. Geachiecht siure Blutzucker Temperatur 
yieem mg% 0¢ 

1 fou 19,7 - 

2 fou 28,7 
25 rou 17,4 85 36,2 
28 a 16,5 66 36,9 
29 a 19,9 66 36,8 
32 ; Q 17,1 89 37,4 
33 Q 12,0 97 37,2 
34 Q 21,0 84 

Mittel: 18,0 81 


Tabelle Ll. Scheinoperierte Tiere. 





Nr. Geschlecht — seonteantions Blutzucker | Temperatur ae 
Operation y/ecm mg Cc g 

3 rou ‘¢ 23,8 76 38,2 24 

5 rou 8. 30,3 78 37,6 2 

8 a" 8. 17,3 76 37,4 7 
20 rou 8. 19,7 56 35,6 3 
24 o 8. 20,1 70 36 - 10 
26 fou 8. 24,0 70 37,5 6 
30 2 ‘ie 22,4 74 37,7 -12 
35 Q 8. 32,0 106 37,5 14 
40 2 8 23,4 C5 36,8 10 
41 2 7 25,4 73 36,2 3 


Mittel: 24,2 74,4 
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Tabelle III. Nebennierenlose Tiere. 





Nr. Geschlecht ' ee! 6 saaiauieie Blutzucker | Temperatur eee 
Operation yjeem mg% oC g 
9 a 8. 14,3 62 35,7 36 
10 fou 8. 3,8 25 35.6 32 
12 "ey 8. 14,5 43 35,8 6 
13 on a 12,2 61 18 
15 ron a: 11,4 47 3Ge — 30 
16 o 8. 13,9 71 35,0 43 
18 4 8. 13,9 65 35,3 — 26 
19 ou be 3,4 36 27 
21 ou 8. 6.6 59 35,4 —- §2 
22 fou 8. 7,6 85 35,0 — 30 
27 ou a bi 68 37,0 — 20 
37 ee) 8. 12,5 55 36,7 10 
38 Q 8. 16,6 72 37,2 ~ 16 
39 Q 8. 15,7 58 36,8 27 
Mittel: 11,4 56,9 


Es fanden sich Zahlen zwischen 3,4 und 16,6 y/cem. Es ist somit ein 
auffallendes Absinken des BTS.-Spiegels im Blute nach der Exstirpation 
zu verzeichnen. Lediglich zwei weibliche Tiere (Nr. 38 und 39) wiesen 
einen BTS.-Spiegel aut, der nur wenig unter dem bei nichtoperierten 
Tieren gefundenen Durchschnittswert lag. Es kénnte, da der Gehalt 
an BTS. bei Tieren mit hervorstechenden Nebenniereninsuffizienz- 
erscheinungen besonders hochgradig vermindert ist. hieraus geschlossen 
werden, da noch akzessorische Driisenkeime vorhanden waren. Der 
Abfall der BTS. wird besonders deutlich gegeniiber unseren schein- 
operierten Ratten, die ja gegeniiber den normalen Kontrollen eine 
Steigerung der durchschnittlichen Werte ergaben. In Bestatigung 
friiherer Untersuchungen finden auch wir den Blutzucker im Durch- 
schnitt bei nebennierenlosen Tieren herabgesetzt. Die beiden Ratten 
mit extrem erniedrigtem BTS.-Spiegel waren stark hypoglykiémisch. 
Ob eine absolute Parallelitat zwischen Blutzucker und Brenztrauben- 
siure besteht, kann damit noch nicht gesagt werden. 

Unsere Versuche an weiBen Ratten haben somit zu der Feststellung 
gefiihrt, daB der BTS.-Gehalt des Blutes nach Nebennierenexstirpation 
eine Senkung erfahrt. Andrerseits ist bekannt, da auch der Blutzucker- 
sowie Leber- und Muskelglykogengehalt absinkt, waihrend die Milchsaure 
sich anhauft {Thaddea (2)]. Es erhebt sich nun die Frage, welches die 
Ursache fiir die Herabminderung der BTS. im Blute ist. Eng ver- 
kniipft ist der BTS.-Stoffwechsel mit den Vitamin B,-Verhaltnissen des 
Organismus, da die fiir g-Ketosduren spezifische Decarboxylase als 
Co-Ferment den Pyrophosphorsaureester des Vitamins B, enthalt. 
Nach Goébell (9) iibt die Nebennierenrinde einen Einflu8 auf den Kohle- 
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hydratumsatz derart aus, daB sie das Verhaltnis zwischen freiem und 
als Co-Ferment verankertem Vitamin B, reguliert und damit die Ge- 
schwindigkeit des Kohlehydratumsatzes beeinfluBt. Es sei in diesem 
Zusammenhang auch auf friihere Versuche von Schmitz und Mit- 
arbeitern (13) (14) hingewiesen, die gefunden hatten, daB Injektion von 
Nebennierenextrakt die Erscheinungen der B,-Avitaminose bei mit 
poliertem Reis gefiitterten Tauben weitgehend hintanzuhalten vermag. 
Es ware zunachst denkbar, daB die Ursache der Herabminderung der 
BTS. bei nebennierenlosen Tieren in einer Verarmung des Organismus an 
abbaufahigem G'ykogen zu suchen sei. Da Foa und Fornaroli (10) zeigten, 
daB die Brenztraubensdure im Gegensatz zur Milchséure sehr rasch 
fiir energetische Zwecke benutzt werden kann, besteht die Méglichkeit, 
daf& der Mangel an Ausgangsmaterial (Glykogen) eine Herabsetzung 
des Zwischenproduktes (BTS.) zur Folge hat. Ob fiir die Verminderung 
der Ausfall des Marksystems allein verantwortlich gemacht werden 
kann, kann noch nicht gesagt werden. Nach v. Euler und Mitarbeitern (11) 
sowie Nylin und Mitarbeitern (12) steigen die BTS.-Werte im Blute bei 
normalen Ratten nach Adrenalininjektionen an. Sie sinken dagegen 
ab nach Insulingaben. Auch die Nebennierenrinde scheint nun EinfluB 
aut den BTS.-Gehalt auszuiiben. Gébell (9) zeigte an gesunden Kindern, 
daB nach Desoxykortikosterongaben der Spiegel dieser Saure im Blute 
sinkt. Da einerseits Adrenalin den BTS.-Gehalt steigert, Nebenrinden- 
hormon dagegen senkt, miiBte, annahernd gleich starke Wirkung beider 
vorausgesetzt, bei Nebennierenlosen ein Ausgleich zu erwarten sein und 
der Spiegel sich kaum andern. Der Abfall kénnte daher mit der Ver- 
armung des Kérpers an abbaufaihigem Glykogen zusammenhangen. 
Sicherlich liegen jedoch die Verhaltnisse komplizierter. Dies geht 
schon daraus hervor, das Insulin wohl den BTS.-Gehalt und Blut- 
zucker bei einem normalen Organismus senkt, jedoch eine Zunahme 
des Glykogengehalts in der Leber bewirkt, wahrend Adrenalin den 
umgekehrten Effekt erzielt, die Glykogendepots entleert, Blutzucker 
und Blut-BTS. ansteigen laBt. Es wird daher auch der Glucosegehalt 
des Blutes und seine Verminderung nach Nebennierenexstirpation bei 
der Einstellung des BTS.-Spiegeis eine Rolle spielen. Die extrem 
niedrigen BTS.-Werte bei hochgradig hypoglykamischen Ratten deuten 
jedenfalls darauf hin. In Zusammenhang mit meinen Versuchen waren 
auch die BTS.-Verhaltnisse im Blute bei Menschen mit Nebennieren- 
insutfizienz, also Addisonkranken zu priifen. Diabetiker, bei denen 
ja ein Insulinmangel vorliegt, miiBten nach den bisherigen experimen- 
tellen Ergebnissen einen hohen BTS.-Spiegel erwarten lassen. Nach N ylin 
und Mitarbeitern (12) ist dies jedoch nicht der Fall. Auch diese Tatsache 
weist darauf hin, daB die Einregulierung des BTS.-Gehalts im Blute 
sicherlich von mehreren Faktoren abhangig ist, daB also ahnlich kom- 
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plizierte Verhaltnisse vorliegen wie beim Ketonsaurestoffwechsel, 
Noch ungeklart ist auch die Bedeutung der zur Nebenniere in Korrels 
tion stehenden anderen endokrinen Driisen fiir den BTS.-Umsatz. Es 
ist nicht ausgeschlossen, daB insbesondere die Hypophyse in Beziehuny 
zur Nebenniere EinfluB auf diesen wichtigen Anteil des Kohlenhydrat 
stoffwechsels nimmt. 


Zusammenfassung. 


1. Es wird das Verhalten des Brenztraubensiurespiegels im Blut: 
bei nebennierenlosen Ratten unter weitgehend konstanten Versuchs 
bedingungen gepriift und gefunden, daB dieser gegeniiber normale 
Kontrolltieren, sowie besonders scheinoperierten Tieren deutlich ab 
sinkt. Es werden folgende Durchschnittswerte festgestellt : 





Brenztrauben- 
Blutzucker 


Anzahl | siure 
yiccm mg"o 
THOURNGEO “LIORO: 3, ce aee cea es 8 18,0 81 
Scheinoperierte Tiere ............. 10 24,2 74,4 
Nebennierenlose Tiere ............ 14 11,4 56,9 


2. Die Méglichkeit wird erértert, ob dieses Verhalten mit der all 
gemeinen Verarmung des Organismus an abbaufahigem Glykogen und 
der Verminderung an Glucose im Blute zusammenhiangt. 
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Kin Elektrodengefi8 fiir Redoxpotentialmessungen. 
Von 
H. Eggers. 
(Aus der Abteilung Biochemie des Reichsgesundheitsamtes. ) 
(Eingegangen am 18. August 1941.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir potentiometrische Redoxmessungen haben u.a. Eggers und 
Mohr! als Teil ihrer Gesamtapparatur ein besonderes ElektrodengefaB 
beschrieben. Als oberen AbschluB des Elektrodenraumes benutzen sie 
einen praparierten Gummistopfen, der eine gréBere Anzahl Bohrungen 
fiir die erforderlichen Zu- und Ableitungen, Elektroden usw. enthalt. 
Bei erhébhter Zahl von unterzubringenden Apparateteilen (z. B. Riihrer, 
Thermometer), die der Gummistopfen zu tragen hat, machen sich in der 
Praxis oft starke Spannungen bemerkbar, denen insbesondere die 
Titrationsbiiretten ausgesetzt sind, so da erhéhte Bruchgefahr besteht. 

Das nebenstehend im Grund- und AufriB wieder- 


gegebene ElektrodengefiB (s. Abb. 1) weist den ge- = 92 - 


schilderten Nachteil nicht auf. Der wie bisher zylin- 
drische Unterteil (65 mm Durchmesser, 95 mm Hohe) 
tragt am oberen Ende auBen einen Schliff, der in das 
zum Kragen erweiterte Oberteil paBt; beide Teile 
werden nach dem Zusammensetzen durch Halte- 
spiralen aneinandergepreBt. Das Oberteil tragt an | 
Stelle des bisherigen groBen Gummistopfens eine ein - | ical 
veschmolzene Glasplatte, die sechs Kreisbohrungen 
verschiedenen Durchmessers aufweist. Die 45-mm- 





IS 











Bohrung nimmt einen praparierten Gummistopfen 
mit vier Bohrungen auf fiir Gaseinla8 und -auslaB, 
beide Biirettenspitzen und Riihrer — diesen in der 
Achse des GefaiBes angebracht. Auch die iibrigen 
Bohrungen der Glasplatte tragen Gummistopfen, 
die fiir Elektroden und Agarheber (10 mm Durch- 
messer) bzw. fiir das Thermometer (14 mm Durchmesser) bestimmt 
sind. Die Einzelanordnung von Elektroden, Agarheber und Thermo. 
meter hat, abgesehen von der Verminderung der Bruchgefahr, den 
Vorteil, daB diese Apparateteile leicht senkrecht im ElektrodengefaiB 





Abb. 1. 


1 Diese Zeitschr. 302, 211, 1939. 











232 H. Eggers: Elektrodengefa8 fiir Redoxpotentialmessungen. 


anzubringen sind und, im Gegensatz zur bisherigen Technik, nach dem 
Zusammenbau der Apparatur stets so bleiben; sie kénnen also be 
nachbarte Teile, insbesondere den Riihrer nicht stéren. Eine weiter 
gehende Durchfiihrung des Prinzips der Einzelstopfen fiir die 
durch den 45-mm-Stopfen hindurchgehenden Apparateteile — er 
scheint nicht zweckmaBig, da fiir diese die nachgebende Beschaffen 
heit des Gummistopfens jetziger GréBe von Vorteil ist; sie stellt dic 
wiinschenswerte Elastizitat der Gesamtapparatur sicher. 

Das verbesserte Elektrodengefa8 gestattet leicht die Auswechslung 
von Ejinzelteilen. Der Schliff wird mit Adeps lanae anhydr. geschmiert 
und der obere LuftabschluB in gewohnter Weise mit Quecksilber vor- 
genommen, das simtliche Gummistopfen véllig bedeckt. 
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Zwei saure Redoxindikatoren aus der Oxazinreihe. 
Zugleich ein Beitrag zur Semichinontheorie, 
Von 
H. Eggers und H. Dieekmann. 
(Aus der Abteilung Biochemie des Reichsgesundheitsamtes. ) 
(Eingegangen am 18. August 1941.) 
Mit 4 Abbildungen im Text. 


Fiir bestimmte biochemische Aufgaben bestand Bedarf an Redox- 
indikatoren mit folgenden Eigenschaften: Saurer Charakter: gute 
Wasserléslichkeit in allen Oxydationsstufen; Bestindigkeit besonders 
im pu-Gebiet um 7,0; Normalpotential (E> bei px 7,0) von etwa + 0,100 
bis 0,130 V und Maximum der Lichtabsorption zwischen 500 bis 750 my. 
Es lag nahe, zunachst an die Indophenole bzw. an die etwas negativeren 
Naphtho-indophenole zu denken; auch Thiazine und Oxazine kamen als 
Ausgangssubstanz in Frage. Man konnte annehmen, da einige der 
bekannten Farbstoffbasen aus diesen Gruppen nach Sulfurierung den 
gewiinschten Charakter als Saure und gleichzeitig unter der positi- 
vierenden Wirkung dieses Substituenten ein Normalpotential der 
genannten Héhe aufweisen wiirden. 

Unter den Indophenolen wiirde das |-Naphthol-2-sulfonat-indo- 
2, 6-chlorphenol nach Hall, Preisler und Cohen (1) mit EF, (px 7) 

+0,119V etwa den Bedingungen entsprechen. Versuche, durch 
Kupplung verschiedener «-Naphthol-mono- oder -disulfosiuren mit 
Dimethyl-p-phenylen-diamin-hydrochlorid zu weiteren geeigneten K6r- 
pern zu kommen, fiihrten zwar zu blauen bzw. violetten Farbstoffen, 
doch war es unmdglich, diese ausreichend zu reinigen, da meist schon 
bei vorsichtigster chromatographischer Behandlung Zersetzung eintrat. 
Wir bestatigen damit fiir Indophenole bzw. Indoaniline die von 
Heicken (2) fiir Indamine mitgeteilte Beobachtung, daB die Einfiihrung 
potential-erhGhender Gruppen in diese Molekiile die Ursache verstarkter 
Labilitaét ist [vgl. auch Decker und Godomska (3)|. Nach zahlreichen 
vergeblichen Bemiihungen gelang es nur, ein «-Naphthol-%, 8-disulfo- 
siure-indoanilin an der Elektrode zu messen [/) (pu 7) +- 0,122 V}. 

Besser waren die Ergebnisse bei Verwendung von /- an Stelle von 
a-Naphtholsulfosauren; die Kupplung dieser Verbindungen mit ge- 
eigneten Aminen fiihrt zu stabileren Farbstoffen. Dies findet eine 
eindeutige Erklarung darin, daB die Kupplungsprodukte nicht mehr 
Indophenole bzw. Indoaniline, sondern bestand'gere Oxazinfarbstoffe 
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sind. Zwei dieser Produkte, die in der erforderlichen Reinheit dargeste||! 
werden konnten und allen obigen Anforderungen zu geniigen ver 
sprachen, wurden eingehend untersucht ; sie entstanden durch oxydativ: 
Kupplung von R-Saure ($-Naphthol-3, 6-disulfosiure) bzw. von G-Saur 
(6-Naphthol-6, 8-disulfosiure) mit Dimethyl-p-phenylendiamin oder 
durch einfache, bei Zimmertemperatur !angsam verlaufende, Konden 
sation dieser Saéuren mit p-Nitroso-dimethylanilin. Der Reaktions 
ablauf dieser Synthese mu der Darstellung des Oxazins Meldola-Blau 
(Neublau R) aus §-Naphthol und p-Nitrosodimethylanilin entsprechen 
| Bucherer (4)|: 


OH JN (CH), O N(CHs), 
iP ridersl | 
N po 4 . N 
OH 
-Naphthol -+ p-Nitrosodimethylanilin =< Meldolablau. 


Beschrankung auf die Disulfosiuren erwies sich als notwendig, weil 
die Monosulfoséuren zu wenig wasserléslich, die Trisulfosiuren zu 
unbestandig waren. 

Im einzelnen nahmen wir Herstellung und Reinigung wie folgt vo 

1. R-Sdurefarbstoff. a) 10 g Acid. Naphtholdisulfonic. 8 (2: 3:6) pur 
(Schuchardt) wuiden in etwa 100 cem Wasser gelést, mit 50cem eine: 
10 %igen wiasserigen Dimethyl-p-phenylendiaminhydrochloridlésung (Merch) 
und 2,5 g Natriumacetat (krist.) gemischt. Nach Filtration wurde bei 0 bis 2° 
unter Eiskiihlung und scharfem, aber Schaum vermeidendem Riihren durch 
tropfenweise Zugabe von Eau de Javelle (Merck) gekuppelt. Nach er 
schépfender Extraktion mit Chloroform und Aussalzen der wisserigen 
Lésung mit Kochsalz wurde der auf Ton an der Luft und tiber P,O; im 
Vakuum getrocknete Niederschlag fein pulverisiert, der Farbstoff mit Eis 
essig extrahiert und im Vakuum bei 28 bis 32°C eingedampft. Nach Lésen 
in 80 vol.-°4igem Alkohol wurde filtriert und die Farblésung an Al,O 
(nach Brockmann; Saule 200 mm hoch, 30 mm Durchmesser) chromatogra 
phiert. Der mit Wasser eluierte Farbstoff wurde im Vakuum (etwa 30° C) 
zur Trockne gedampft. Ausbeute 0,6 g. 


b) 10g Acid. Naphtholdisulfonic. £ (2:3: 6) pur. (Schuchardt) wurden in 
etwa 100 cem verdiinntem Alkohol (Wasser : 96 vol.-°4igem Alkohol = 1: 1) 
gelést und filtriert. Eine in derselben Menge des gleichen Lésungsmittel- 
hergestellte, filtrierte Lésung von 14,6g p-Nitrosodimethylanilinhydro 
chlorid (Schuchardt) wurde unter Riihren bei Zimmertemperatur zw 
R-Saurelésung gegeben. Das Gemisch blieb acht Tage bei Zimmertemperatut 
stehen, Nach Verdiinnen mit etwa 500 cem schwach essigsaurem Wasset! 
wurde erschépfend mit Chloroform ausgeschiittelt und die wisserige Farb 
lésung im Vakuum (etwa 30°C) auf etwa 50 ccm eingeengt. Nach Zugabe 
ausreichender Mengen absoluten Alkohols fallt der Farbstoff in feiner Ver 
teilung aus. Einer Filtration durch Glassintertiegel (Jenaer G 4) und sorg 








estell! 


) ver 
lative 
Saure 

oder 
nden 
tions 
-Blau 


echen 


weil 


’ 


n Zu 


vol 
) pur 
eine! 
Terck) 
bis 2° 
durch 
h er 
rigen 
), im 
t Eis 
Lésen 
AI,O 
ogra 
309 C) 


len in 
B12) 
ittels 
vdro 
ZU 
ratu 
‘assel 
Farb 
igabe 
Ver 


sorg 





Zwei saure Redoxindikatoren aus der Oxazinreihe. 235 


faltigem Waschen mit 96 vol.-°,igem Alkohol folgte Lésung in méglichst 
wenig Wasser. Sechsmaliges Umfallen mit Alkohol ergab ein Produkt, das 
sich im Chromatogramm als frei von Verunreinigungen erwies. Das end- 
giiltige pulverige Erzeugnis wurde durch vorsichtiges Eindampfen im Vakuum 
(in der Hauptsache bei 30°C, Resttrocknung bei Zimmertemperatur) ge- 
wonnen. Ausbeute: 2,3 g. 

Die beiden auf verschiedenen Wegen aus R-Siure erhaltenen Farbstoffe 
waren in ihrem Aussehen und Verhalten identisch; sie zeigten optisch keine 
Verschiedenheiten und besaBen nach dem Ergebnis der Redoxtitration 
das gleiche Normalpotential. 

2. G-Sdurefarbstof}. Technisches £-Naphthol-6, 8-disulfosaures Kalium 
(G-Saure I. G.Farben') wurde durch mehrmaliges Umkristallisieren 
gereinigt. 10g der gereinigten Substanz wurden in 200 cem Wasser gelést 
und unter Riihren bei Zimmertemperatur mit einer Lésung von 12,2 g 
p-Nitrosodimethylanilinhydrochlorid (Schuchardt) in 400 cem verdiinntem 
Alkohol (Wasser : 96 vol.-°,igem Alkohol 2:1) gemischt. Die Mischung 
blieb 8 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Nach Zugabe von etwa 400 cem 
Wasser wurde mit Chloroform erschépfend ausgeschiittelt und die so vor 
gereinigte wasserige Farbstofflésung im Vakuum (etwa 30°C) eingeengt 
Das wisserige Konzentrat wurde an Al, O, (nach Brockmann; Saule 200 mm 
hoch, 30 mm Durchmesser) chromatographiert, die Saule mit reichlichen 
Mengen Wasser sorgfaltig entwickelt und der sehr fest haftende Farbstoff 
mit m/15 KH, PO,-Lésung eluiert. Das Eluat laBt nach vorsichtigem, 
starkem Einengen im Vakuum (etwa 36°C), Versetzen des Konzentrats mit 
der vierfachen Raummenge 96 vol.-°,igen Alkohols, Filtration durch Glas 
sintertiegel (Jenaer G 4) und Zugabe des gleichen Volumens Athylather zum 
Filtrat den Farbstoff in feiner Form ausfallen. Filtrieren durch Glassinter- 
tiegel (Jenaer G 4) und Trocknen an der Luft fiihrt zu einem Produkt det 
erforderlichen Reinheit. Ausbeute: 1,4 g. 


Beide von uns dargestellten Farbstoffe sind in wasseriger Lésung 
rot-violett gefirbt. Bei Reduktion mit katalytisch angeregtem Wasser- 
stoff (kolloidalem Palladium) geht die rot-violette Farbe iiber einen 
griinlich-gelben Zwischenton in die gelbliche Lésung der Leukoform 
iiber. Die mit etwas kolloidalem Pal'adium versetzte wisserige Lésung 
laBt sich auch nach dreiwéchigem Stehen im geschlossenen Reagens- 
glas bei Zimmertemperatur durch H,-Gas leicht und schnell reversibel 
reduzieren; st6rende Verunreinigungen sind also in wirksamen Mengen 
nicht vorhanden. Eine noch langere Aufbewahrung .der wiasserigen 
Lésung auch ohne Pd-Zusatz laBt Zersetzungserscheinungen 
erkennen. 

Wie schon erwahnt, reihen wir beide Farbstoffe in Analogie zum 
Mechanismus der Me!dolablau-synthese in die Gruppe der Oxazin- 
farbstoffe ein und schreiben ihnen die folgenden Strukturformeln zu: 


1 Der I. G. Farbenindustrie A.-G. Werk Leverkusen danken wir fiir 
die Uberlassung dieses Musters, sowie einer Reihe weiterer «- und f-Naph- 
thol-sulfoséuren. 

16* 
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, ‘ Ss Ne y ‘ 
0 N(CH,), 80;Na ¢y N(CH.) 
19 1 9 12 io Ns 
jill oh 11 
| 
‘ tor 
at N 8 fi 
10 10 
KO,82. 780, K NaO,S %,7) 
G-Saure-Farbstoff. R-Saure-Farbstoff. 


Die Annahme der Oxazinstruktur wird noch durch folgende Beob 
achtungen gestiitzt: Neben der, sie von den Indophenolen unter 
scheidenden, wesentlich gréBeren Bestand gkeit, besitzen unsere Farb 
stoffe die allen Oxazinen eigene Erscheinung der Fluoreszenz; die 
rot-violette Lésung fluoresziert in blauer Schattierung. — Als Naphth- 


oxazine miissen sie ferner nach Cohen und Preisler (5) bei Hydrolyse 


Oxazone geben, die bei Ausschiitteln der wasserigen Lésung mit Xylol 
mit rétlicher Farbe in dieses Lésungsmittel iibergehen. Wir erhielten 
zunachst durch Ausschiitteln der bei Zimmertemperatur im Vakuum 
getrockneten Farbstoffe mit Xylol keinerlei Anzeichen fiir die An- 
wesenheit von Oxazonen. Dagegen wurde nach Hydrolyse durch ein- 


stiindiges Kochen in Wasser am RiickfluBkih!er beim Ausschiitteln der 


erkalteten Lésung mit Xylol dieses, wie erwartet, rétlich gefarbt. 
Das Ergebnis der Elementar-Analyse* widerspricht nicht unseren 


Strukturformeln. Es wurde gefunden: 


3-Dimethylamino-7, 9-dikaliumsulfonatphenonaphthoxazin 
(C,gH,,NoS8.K.O,) (aus G-Saure). Mol.-Gew. 511.4: 


Berechnet: Gefunden: 
C: 42,23% 42,11 % 
H: 2,56% 3,98 %, 
N: 5,48 % 5,49 % 
S: 12,54% 11,36 % 


3-Dimethylamino-9, 12-dinatriumsulfonatphenonaphthoxazin 
(CygH,3NoS.Na,O,) (aus R-Saéure). Mol.-Gew. 497,2: 


m Berechnet: Gefunden: 
C: 44,98% 44,63 °%) 
H:  2,94% 411% 
N: 5,83 % 5,90 % 
S: 13,35% 11,18 % 


Der von der Theorie abweichende Schwefelgehalt kann durch dic 
Annahme erklart werden, daB die Ausgangssduren noch geringe Mengen 
nicht ausreichend sulfurierten Naphthols enthielten, die an der Kupplung 


* Ausgefiihrt von Dr. Schoeller, Berlin-Charlottenburg. 
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teilmahmen und in Farblésungen kolloidal in Lésung gehalten werden. 
Dieselbe Beobachtung beziiglich des von der Theorie abweichenden 
Schwefe!gehalts machten Cohen und Preisler (5) bei Nilblausulfatproben 


Die oben angegebenen, auf der Grund'age unserer Strukturformeln 
berechneten, Molekulargewichte konnten durch oxydo-reduktive Titra- 
tion der m/2000 Farbstofflésung mit m/500 Leukolésung von chromato- 
graphisch gereinigtem Rosindulin bestiatigt werden. Eine Schmelz- 
punktsbestimmung war nicht méglich, da bei etwa 200°C Zersetzung 
eintrat. 

Praxis und Theorie der Elektrometrie 

unter Beriicksichtigung der Anwesenheit von Semichinonen. 

Zur elektrischen Messung der Redoxpotentiale wurde die von Eggers 
und Mohr (6) angegebene und spater verbesserte (7) Apparatur benutzt; 
MeBgerat Mikro-lonometer nach Lautenschldger; Ablesungen am Spiegel 
galvanometer Kriebstein SE (Empfindlichkeit: 1- 10-%); blanke Platin- 
blech- gegen ges. Kalomelelektroden; Temperaturregulierung (25°C) durch 
Hoépplers Ultra-Thermostaten; Verbindung zwischen Farbstofflésung und 
ges. Kalomelelektrode durch Agarheber, cie bei hoher [H+] zur Vermeidung 
von Diffusionspotentialen am entsprechenden Ende kapillar ausgezogen und 
vor ihrer Verwendung einmal fiir mehrere Stunden in einer stark sauren 
Lésung gehalten waren; Farbstofflésungen in jedem Falle 2 und 4- 10-% 
molar, Gesamtionenstarke durch KCl auf « 0,1 gehalten. 

Die Titrationskurven bei gegebenem px verliefen steiler als fiir ein 
System mit paarweisem Ubergang von zwei Elektronen je Molekiil bei 
oxydo-reduktiver Titration zu erwarten war. Dieser Befund, zusammen 
mit dem erwahnten Auftreten von Zwischenfarben im Verlauf der voll- 
standigen Oxydation oder Reduktion, spricht stark fiir das Vorliegen 
eines zweistufigen Reaktionsverlaufs, bei dem von beiden Seiten 
her als erster Schritt nach Aufnahme oder Abgabe von nur einem 
Elektron ein System aus dem Oxydationsniveau des Titrationsbeginns 
und einem Radikal (Semichinon) mit ungerader Elektronenzahl ge- 
bildet wird. Es wird also zu priifen sein, ob der Verlauf unserer Titrations- 
kurven durch Gleichungen zweistufiger Oxydo-reduktion ausgedriickt 
werden kann. 


Die bereits vorliegenden Erfahrungen (Elema, Green und vor allem, 
in zahlreichen Veréffentlichungen, Michaelis und Mitarbeiter) zeigen, 
daB die Unterschiede der Kurvengestaltung zwischen ein- und zwei- 
stufiger Oxvdo-reduktion sehr geringfiigig sein kénnen, so daB zur 
Erkennung einer relativ schwachen Konzentration existenzfaihiger 
Radikale hohe Anspriiche an die MeBgenauigkeit zu stellen sind. Dem- 
gegeniiber ist die Zuverlassigkeit der Auswertungsverfahren bei der 
iiblichen Titrationstechnik mit einer gewissen Willkiir bei der Fest- 
legung der nicht immer genau erkennbaren Ausgangs- und Endpunkte 
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der Titration belastet!. Es kommt hinzu, daB bei der heute e!lgemein 
itblichen Titrationstechnik mit einem zweiten Redoxsystem (z. B. 
Titanchlorid, Natriumhydrosulfit bei reduktiver, Kaliumferricyanid bei 
oxydativer Titration) durch Anderung der Farbstoffkonzentration, 
der {H*| oder der lonenstarke, ferner durch geringfiig'ge Sekundar- 
reaktionen (Entstehung von Komplexen oder Niederschlagen) kaum zu 
kontrollierende St6érungen auftreten kénnen [vgl. Fieser (9), Conant 
und Mitarbeiter (10) und Cohen und Preisler (5)|. Man wird leicht 
geneigt sein, anscheinende Unstimmigkeiten solchen Stérungen zur 
Last zu legen oder zu versuchen, sie durch Ausnutzung des geringen 
Spielraums, den die Feststellung des Ausgangs- und End-punktes der 
Titration zulaBt, herauszukorrigieren. Michaelis und Schubert (11) ver- 
muten deshalb, daB8 Semichinonbi’dung viel haufiger vorkommt als 
man bisher annahm und da der paarweise Ubergang der Elektronen, 
entgegen der allgemein und friiher von Michaelis selbst vertretenen 
Anschauung, gar nicht der haufigste Reaktionsmechanismus ist [vgl. 
auch Hill und Skaffer (12)). 

Bei dieser Sach’age haben wir es vorgezogen, die Technik der 
Titration mit einem Fremdsystem von Redoxcharakter nur fiir besondere 
Aufgaben (z. B. Aquivalent-titration zur Bestimmung des Molekular- 
gewichts) anzuwenden und im tibrigen zu demjenigen Verfahren zuriick 
zukehren, das in der Friihzeit der Bearbeitung unseres Gebietes das 
allein bekannte war [Clark und Cohen (13)]|, nim!'ich der Mischung von 
verschiedenen Oxydationsstufen der gleichen Farblésung. Wir konnten 
diese Technik wahlen, nachdem wir festgestellt hatten, daB damit 
eindeutig reproduzierbare Potentiale zu erhalten waren. Zur Bestimmung 
einer Gesamtkurve (0—100°, Ox oder Red) mu dann allerdings in 
zwei Versuchen, von beiden Seiten beginnend, titriert werden, einma! 
mit der Leukolésung, einmal mit der Ox-Form als Titrationsmitte! 
denn zur Titration im jeweils letzten Kurventeil wird das Fliissigkeits 
volumen fiir die AusmaBe unseres ElektrodengefaBes zu gro. Dieser 
Nachteil der Titrationstechnik ist gegeniiber dem erheblichen Gewinn 
an Zuverlassigkeit von geringer Bedeutung. 


In der theoretischen Behandlung unserer Versuche schlieBen wit 
uns den von Michaelis und Mitarbeitern [11, 14, 15, 16] angegebenen 
Verfahren und Formulierungen an?, die fiir die Besondeiheiten unserer 
Titrationstechnik umzuformen und neu zu entwickeln sind, 


1 Uber eine Methode exakterer Auswertung der Titrationsergebnisse 
mit Hilfe der Wahrscheinlichkeitsrechnung s. Mohr (8). — * Andere Be- 
arbeitungen mit im wesentlichen iibereinstimmenden Ergebnissen lieferten 
Elema (17, 18, 19, 20) und Green (21); doch sind die Formulierungen nicht 
so weit entwickelt wie bei Michaelis. 





/ ee 


der 


Mice 


deu' 
(Ox. 
Aus 
kur’ 


verf 


ergi 


(zWe 


Mic 


|B 


m 


(" 


svste 


kon 
Dies 


kons 


gleic 
ange 
die 1 
Micl 
chur 








Zwei saure Redoxindikatoren aus der Oxazinreihe. 239 


Werden zu f/cem der Lésung eines total oxydierten Farbstoffes 
/eem der gleichen, aber total reduzierten Lésung hinzugefiigt, so ist 


l 
der Grad der Reduktion der Mischung auszudriicken durch: fat Nach 


2a—2 
Michaelis ergibt sich der Grad der Reduktion zu - . Dabei be- 
=a 


deutet : a die Gesamtfarbstoffmenge, x die jeweilige Menge an Titrations- 
(Oxydations-) Mittel, und die MaBeinheiten sind so gewahlt, daf bei 
Ausgang von dem vollig reduzierten Farbstoff in der Mitte der Titrations- 
kurve 2 = a, am Ende der Titration 2 = 2 a ist [| Michaelis (15), 8. 117). 

Aus der grundlegenden Bezichung zwischen den beiden Titrations- 
verfahren 


l 2a—x 
f+l 2a (1) 
ergibt sich 
x 2f 
- j+l j (la) 


Verlauft die Titration eines Farbstoffs iiber semichinoide Radikale 
(zweistufige Oxydation bzw. Reduktion), so sind die Potentiale nach 
Michaelis definiert durch: 


’ : RT t ‘ ay ¢@ A ss ya : 
Ep En + oF In ; E, + F In : be + In a (2) 


oe ‘ ; ; holochinoide Form t 
[E,, ist das Normalpotential des Systems - : 
, benzoide Form r 


(n = 2); BH, und Ey sind die Normalpotentiale der beiden Radikal- 
semichinoide Form — holochinoide Form — ¢ 

svsteme: = : unc er ~ (n 1)}. 
benzoide Form r semichinoide Form — 


Die Redox-systeme der beiden semichinoiden Energie-niveaus 
kénnen scharf getrennt sein oder sich mehr oder weniger iiberschneiden, 
Diese Verhaltnisse werden bestimmt durch die ,,Semichinon-Bildungs- 


9 
konstante*: (Michaelis) mit der Definitionsgleichung: 
. 


Zur Auswertung der Titrationen werden die obigen Potential. 
gleichungen (2) in der Weise entwickelt, daB EF, fiir die von Michaelis 


’ 


angewandte Titrationstechnik bestimmt ist durch: E,,, a, 2 und f, fiir 
die von wns angewandte durch: E,,, f, l und k. — Formen wir die von 
Michaelis (11) durchgefiihrte Entwicklung auf Grund der in Glei- 
chung (la) gegebenen Beziehung fiir unsere Zwecke um, so ergibt sich: 
RT. 8f—k-(f—l)—J\F-(f—l? + 16k l 


E, = En + —— = 
2P  8l+k-(f—l) —\V B-(f—? + 16 Rf 
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Gesucht ist, wie gew6hniich, #,,, gemessen #,: a's bekannt kénne: 


ms 


gelten f und /; zu bestimmen ist also auch noch k&. Es ist nun aber 


nicht méglich, Gleichung (3) nach k aufzulésen, so daB auch bei be 
kanntem oder eliminiertem £,, die Semichinon-Bi'dungskonstant: 


nicht ohne weiteres aus Messungen bestimmbar ist. Man fiihrt deshalh 


Gleichung (3) durch leichte Umformung in die Gleichung der Potential] 
differenz #, — £,, tiber, die man mit einer, aus der Kurve der Elektro 
titration immer ablesbaren, Differenz von zwei Potentialen identifiziert 
z. B. mit der Differenz FE; 0, — E,,, (,, Indexpotential £; nach Michaelis 
Werden sodann fiir f und / die dem Reduktionsgrad von 25°, ent 
sprechenden Werte eingesetzt, so erhalt man aus Gleichung (3): 


RT 12—k—VH+12k 


wa 2 (4 
2k 4+k—Vk412k 


EK; Eos %, —- Em 


Aus Gleichung (4) laBt sich eine Reihe von Werten fiir £; berechnen 


’ 


indem man k iiber eine geeignet scheinende Zahlenreihe variieren lafst 


Die Ergebnisse der Rechnungen faBt man zweckmaBig in einer Tabelle 


zusammen, aus der nun jeweils derjenige Wert fiir * entnommen wird 
der dem aus der Messung ermittelten EL, entspricht [vgl. Michaelis und 
Schubert (11) und EHlema (20) *}. 


Die Semichinon-Bi'dungskonstante ist eine bedeutungsvolle, fiir 


Charakterisierung und Beurteilung. eines, durch das Auftreten semi- 


chinoider Radikalformen komplizierten, Redox-systems auBerst wichtige 


GréBe. Man wird deshalb, wie auch von Michaelis (11, 12) vorgesch!agen 
ihre Berechnung gern auf breiterer Grundlage durchfiihren. Da k& im 
ganzen Ver!auf einer Titrationskurve (bei gegebenem py), also auf jedem 
Niveau der Oxydation oder Reduktion, selbstverstandlich den gleichen 
Wert haben mu, braucht man nur das soeben angegebene Rechen 
verfahren fiir eine Anzahl weiterer Punkte der Titrationskurve durch 
zuliihren. Man erhalt dann eine Reihe von Werten fiir k, aus der man 
nach bekanntem Verfahren den wahrscheinlichsten ermitteln kann. 
Wir haben dementsprechend auch fiir die Reduktionsgrade: 5, 10, 15 
20, 30 und 40°, k von 0—4 durchvariiert und die Ergebnisse im Dia 
gramm (Abb. 1) zusammengefaBt. Der Verlauf der Einzelkurven 
steiler Verlauf bei 5°, Red und fortschreitende Abflachung bis zu 
40°, — ist ein Spiegelbild der S-f6rmigen, sogenannten thermodynami 
schen Kurve der Redoxtitration. 


* In der Abhandlung von Elema (20) findet sich ein Druckfehler. Die 
dort gegebene Formel: k (76,63 8 — 2)? muB richtig  heiBen: 
k (16,63 s — 2)?. Der Druckfehler hat sich auch in die Arbeit von 
Michaelis und Schubert (11) eingeschlichen. 
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Die theoretischen Werte fiir eine Anzahl! von Potentialdifferenzen 


vegen EF, ergeben sich (in mV) als Schnittpunkte der Kurvenschar mit 


der jeweils gewaihlten k-Ordinate. Am rechten Rand des Diagramms 
ist das Energie-Niveau der einzelnen 





Kurven in Red®,, angegeben; die jeweils ai| 
100°, ergainzenden Red-Anteile — er- 
geben gleiche Werte, jedoch mit nega- 
tivem Vorzeichen (denn E;50, En, 

[F50, — E,,]). 

Die Berechnung des Diagramms er- 
folgte auf Grund der in die Gleichung 
der Potentialdifferenz EF, E,, umge- 
formten Gleichung (3); sie st6éBt prak- 
tisch gelegentlich auf Schwierigkeiten, 
da der Nenner des /n-Ausdrucks sehr 
klein sein und die Benutzung der tib- 
lichen Logarithmentafeln ausschlieBen 
kann. Das ist dann — bei allen Werten 
von / und / der Fall, wenn & sich 
beim Variieren dem Werte 4  nahert: 
im Grenzfall wird der Nenner 0, wie aus 
der Auflésung der Gleichung: 8/ + 
k-(f—l) — Vk2-(f —)? + 16kfl = O 


nach k hervorgeht. Es gilt jedoch die 





Abb. 1. 


Beziehung : 
RT 8f—k-({—-)—VRP-(f—)? + 16 kil 

= i 
2F  814+-k-({—l) —V 2 -(f —)? + 164k 


RT 8f—k-(f—)+VE-(¢—)? + 16kf/l RT. f 
- ae a era i n-,; 
2F  gl+k-(f—) 4+) &B-(f —)? 4 16k 1 I l 


so daB man bei Rechenschwierigkeiten den Ausdruck mit dem positiven 


‘yy 


j / 
Wurzelzeichen von P Inj abzieht. 


MeBergebnisse. 

Die Ausfithrung der elektrischen Messungen ergab keine Schwierig- 
keiten: die Einstellung der Potentiale erfolgte innerhalb der benutzten 
Konzentrationsgrenzen (2 bis 4-10-3 molar) schnell und zuverlassig. 
Die Konstanz war fiir die Bediirfnisse der Messung stets ausreichend 
nur bei Ausdehnung der Beobachtungszeit auf 24 Stunden und melt 
traten bei Titration der reduzierten Stufe mit Kaliumferricyanid 
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Negativierungen auf, deren Ursache offenbar in einer geringen Aus. 
flockung unbekannter Zusammensetzung zu suchen war. — ,,Kon- 
zentrationseffekte’* [Cohen und Preisler (5)| wurden zwischen 2 und 
4-10-3 molaren Lésungen nicht beobachtet; bei der verhaltnismaBigen 
Geringfiig'gkeit der untersuchten Konzentrationsinderung braucht 
dies allerdings nichts Endgiiltiges zu sein. Aktivitétsinderungen des 
gelésten Farbstoffs machten sich nach Erhéhung der Ionenstarke von 
uw — 0,1 auf w = 0,2 (durch Erhéhung der Salzkonzentration) jedenfalls 
in den Potentialwerten nicht bemerkbar. Dagegen besteht starke 
Abhangigkeit der Potentiale von der [H*]. — 

Die Norma!potentiale des Redoxsystems aus holochinoider und 
RT § Oz! 
2F ” Red 
einer Anzahl von Einzelkurven bei pxu-Werten zwischen 0,52 und 7,52 
bestimmt (Tabelle I). Fiir beide Farbstoffe hat 2, (pa — 7,0) mit 
+ 0,115 V fiir den G-Saurefarbstoff und mit + 0,105 V fiir den R-Saure- 
farbstoff den eingangs als gewiinscht genannten Wert (s. S. 233), wobei 
die Potentiale, wie stets, auf die Normal-Wasserstoff-Elektrode bezogen 


benzoider Stufe [#,, = £, + wurden durch Austitration 


sind. Unter Benutzung der Gleichung 
RT ‘ 
us En + OF In [fH | ‘({H | + K,)} (6) 


laBt sich aus einem der gemessenen Werte fiir F,, das Normalpotential 
bei pu = 0 (E),.) berechnen. Die Rechnungen sind fiir alle, bei ver- 
schiedenen |H*+] gemessenen, Normalpotentiale durchgefiihrt und er- 
geben gut tibereinstimmende Werte fiir Em, (s. Tabelle I, Spalte 4). - 
Die Differenz der Normalpotentiale (pH = 7,0) unserer 6, 8-Disulfo- 
siure- und 3, 6-Disulfosiure-Farbstoffe (10 mV) stimmt mit dem Unter- 
schied iiberein, den Conant und Fieser (23) zwischen Anthrachinon- 
1, 5-disulfonatnatrium (0,239V) und Anthrachinon-2, 7-disulfonat- 
natrium (0,229 V) fanden. Das unseren Farbstoffen in seiner Konstitu- 
tion nahe verwandte Nilb'au hat bei pu = 7,0 ein Normalpotential 
von 0,122 V [Cohen und Preisler (5)|. Die wesentlich negativere 
Potentiallage dieses Farbstoffes wird zum Teil auf die, unseren Farb- 
stoffen fehlende, negativierende N H,-Gruppe, zum Teil auf das Fehlen 
der bei unseren Farbstoffen vorhandenen beiden stark positivierenden 
SO,H-Giuppen zuriickzufiihren sein [vgl. Conant, Fieser und Mit- 
arbeiter (10, 23)]. 

Aus Bestimmung und Diskussion der durch ¢ und r [vgl. Glei- 
chung (2)] definierten Normalpotentialkurve ergeben sich noch 


1 K, = Dissoziationskonstante der Leukoform; Diskussion ihres 
Wertes an spiterer Stelle (S. 248). 





Tabelle I. 
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keine Besonderheiten im Vergleich: mit anderen Systemen, dir 
nicht durch Auftreten semichinoider Radikalformen kompliziert sind 
Solche Eigenheiten werden dagegen erkennbar bei Betrachtung de: 
Indexpotentiale (EH, En E.;0).  Fiir unsere Farbstoffe liege: 
die Indexpotentiale zwischen 18 und 26 mV (Tabelle 1, Spalte 5), d. bh 
zwischen den Grenzwerten fiir reine 2-Elektronen- [E,; = 14,1 m\ 
(25° C)| und reine 1-Elektronen-Systeme | £, 28,2 mV (259C)]. Diese 
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Abb. 2. Normalpotentiale von G-Siiurefarbstoff (3-Dimethylamino-7,9-dikaliumsulfonat - 
phenonaphthoxazin) und ihre pH-Abhingigkeit. 


, Awischenwerte’ fiir #, sind anzutreffen, wenn bei verhaltnismabiy 
kleiner Semichinon-Bildungskonstante (k, s. S. 239) das 1-Elektronen- 
Redoxsystem des zweiten Energie-Niveaus bereits auftritt, bevor das 
des ersten Energie-Niveaus bis zu Ende titriert ist, d.h. also, wenn 
Uberschneidungen bestehen. 

Der Wert fiir die Semichinon-Bildungskonstante k wird aus dem 
Diagramm (Abb. 1) als zu dem Indexpotential der Messung gehérender 
Wert abgelesen. Tabelle | zeigt den gleichsinnigen Gang von £, und i 
(Spalte 5 und 6) bei zunehmender | H*}: fiir den R-Saurefarbstoff von 
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pu — 0,52 bis pu = 7,52 ein Anwachsen beider genannter GréBen, fiir 
den G-Saurefarbstoff ein Maximum bei px = 4,05. 

Durch Einsetzen des zum Indexpotential gehérenden Wertes von k 
in Gleichung (3) laBt sich fiir beliebige Grade der Reduktion die Potential- 
differenz AE — E,, — E,o, ermitteln, indem man fiir f und / die 
jeweils notwendigen Werte benutzt. Fiir 10, 20, 30 und 40°, Reduktion 
wurde A E aus dem Diagramm (Abb. 1) bei der betreffenden k-Ordinate 
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Abb. 3. Normalpotentiale vom R-Siurefarbstoff (3-Dimethylamino-9, 12-dinatriumsulfonat- 
phenonaphthoxazin) und ihre Py-Abhingigkeit. 


entnommen und mit den entsprechenden Werten aus den einzelnen 
Titrationskurven verglichen. Die Ubereinstimmung zwischen Messung 
und Rechnung ist befriedigend, wie Tabelle I, Spalte 7, zeigt: 
Abweichungen bis zu 4.mV treten nur auf bei 10%, Reduktion und 
pu < 1 (R-Saurefarbstoff), sowie bei gleichfalls 10°, Reduktion und 
pu — 1,18 oder pu-Nahe des Maximums von k und £, (G-Siurefarb- 
stoff), An dem Auftreten semichinoider Radikale ist somit ein Zweifel 
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nicht méglich, zumal kein ausreichender AnlaB besteht, an Merichinon 
bildungen oder Dimerisationen zu denken. Die letzteren sind im vor 
liegenden Falle auch kaum zu erwarten; denn den Sulfosiuregruppen 
iiber die eine Dimerisation eintreten sollte, fehlt nach der neuere, 
Strukturlehre die hierfiir unentbehrliche Doppelbindung {[ Fistert (24 

S. 26 und 169}!. 

Die Normalpotentiale H, und #, der beiden Ein-Elektron-System: 
(definiert durch s/r und t/s (Gleichung (2)] sind im Falle unserer Farh 
stoffe der Beobachtung nicht zugianglich. 

Wie die Theorie ergibt, treten sie als ausgezeichnete Punkte auf de: 
Titrationskurve nurdann in Erscheinung, wenn die Semichinon-Bildungs 
konstante k > 16, also den von uns gefundenen Wert um ein Vielfaches 
iibertrifft {Michaelis und Schubert (11)|. Fiir ihre Bestimmung als 
reine RechengréBen steht die Gleichung 

RT 
E,—E, E,— Em = OF Ink (7) 
zur Verfiigung. Diese Gleichung (7) in Verbindung mit der Gleichuny 
fiir das Maximum der Semichinon-Konzentration 


eG ‘s 
Umax) | k T 2 


laBt erkennen, daB EL, und E, als Funktionen der jeweils auftretenden 
Radikalmenge betrachtet werden kénnen; denn aus den beiden Glei 


8 





chungen (7), (8) ergibt sich, wenn m gesetzt wird: 
Q(max) 
E E E.—E RT 2m 
4 oe = 19 - TY == - n (9) 
m 1 2 m F l _m 


“Auch diese, rein rechnerische, Orientierung iiber mengenmabig« 
Verteilung und Eigenschaften semichinoider Systeme ist nicht ohn 
Sinn. Als Methode verdient diese Art der Betrachtung jedenfalls weit 
gehende Beriicksichtigung, da eingehendere Kenntnisse iiber das Auf 
treten von Semichinon-Radikalen u. U. geeignet sind, Einblicke in dic 
funktionellen Beziehungen biologisch wichtiger Redoxsysteme zu geben 
[siche z. B. Beziehungen zwischen Oxydations-Katalyse und Semi 
chinon-Radikalen; Granick, Michaelis und Schubert (25)}. 

Der Verlauf der Normal-Potentialkurven (Z,,, £, und E£,) in Ab 
hangigkeit vom px ist in den Abb. 2 und 3 in je drei Kurven fiir beid: 


' Semichinon-Radikale in der Oxazinreihe sind noch nicht lange be 
kannt; die ersten wurden erst 1940 beobachtet von Granick, Michaelis und 
Schubert (31). 
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Farbstoffe dargestellt. Die Kurvenziige fiir 2, und £, sind in der Weise 
gewonnen, da an die #,,-Kurve in den Punkten der Messung die den 
angegebenen Bezichungen zwischen H,, und £, bzw. £, entsprechenden, 
durch zulassige Interpolation gefundenen, Werte aufgetragen wurden. 
Dabei war auch zu _ beriicksichtigen, da Ein-Elektron-Systeme auf 
langere Strecken nur Neigungen von 0, 0,059 und 0,118 V/px (25° C) 
haben kénnen, wie die Differenzierung der Fundamentalgleichung 
nach px ergibt (vgl. Michaelis und Mitarbeiter (26, 27)|. An Stelle 
dieses miihsamen graphischen und rechnerischen Verfahrens der kon- 
struktiven Auffindung von Einzelpunkten fanden wir fiir £, und £, 
die fo!genden G'eichungen, denen unsere Farbstoffe im gesamten me- 
baren pu-Bereich gehorchen: 


RT [H']((H*] + X,) 


EB, = E) + Pr In (H']} +, (10) 
RT 
E, = E} + ar In (TE + K,) (11) 


(K, und K, sind die Dissoziationskonstanten der reduzierten bzw. 
semichinoiden Form, s. unten; Z? und E° sind die Werte fiir Z, und FE, 
bei pu = 0). . 

Eine auBerhalb der zulassigen Fehlergrenze liegende Abweichung 
ergab sich nur fiir den R-Saurefarbstoff bei px — 7,52; eine befriedigende 
Erklarung hierfiir steht nicht zur Verfiigung. 

Aus den Gleichungen (6), (7), (10) und (14) laBt sich eine Beziehung 
zwischen k, [H+] und den Dissoziationskonstanten A, und K, ableiten, 
die unseres Wissens anderweitig noch nicht angegeben wurde. Durch 
Einsetzen des jeweiligen Ausdruckes fiir F,,, 2; und F, aus Gleichung (6), 
(10) und (11) in Gleichung (7) folgt nach Umformung der Konstanten 


‘yy 


vd 10 0 y' 
Em, — £, und E, —E 


} ' . ‘ ‘lain —\). 
my Nyy lm ko (s. Gleichung (7)|: 


({H"] + K,)? 
°° [H'] (HW) + K,) 

Allgemeingiiltigkeit kommt Gleichung (12) naturgemaB nicht zut; 
ihre Anwendbarkeit beschrinkt sich auf Systeme, deren drei Normal- 
potentiale den Gleichungen (6), (10) und (11) folgen. 


(12) 


k =k 


1 Sie wird allgemeines Interesse finden als mathematische Formulierung 
fiir die funktionellen Beziehungen zwischen einer Eigenschaft eines Stoffes 
(K,), einer Bedingung fiir die Entstehung eines daraus gebildeten Kérpers (/), 
einer Eigenschaft des entstandenen Kérpers (K,) und einem Faktor des 
Milieus ({H*]), in dem sich beide chemisch eng verwandten Individuen 
befinden. 
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Ks bleiben nun noch die Dissoziationskonstanten der drei Oxy 
dationsstufen unserer beiden Farbstoffe zu diskutieren. Dabei kam 
die Dissoziation der Sulfosiéuregruppen unberiicksichtigt bleiben, da 
ihr py weit auBerhalb des der exakten Untersuchung zugiinglichen 
pu-Bereiches liegt. — Die F,,-Kurve zeigt fiir beide Farbstoffe im pu-Be 
reich von 5 bis 6 eine Verflachung; sie entspricht einer Dissoziations 
konstante mit px = 5,34 fiir den R-Saurefarbstoff, mit Pr, = 5,73 
fiir den G-Saurefarbstoff. [Uber die Zusammenhange zwischen 
Richtungsanderung der Normalpotentialkurve und _ Dissoziations 
konstante s. Mohr und Dieckmann (28).| Beide Konstanten wurden 
durch potentiometrische Titration von m/2000 Farblésungen mit 
m/100 Salzsiure in bester Ubereinstimmung mit der oxydo-reduktiven 
Titration bestatigt. Die beiden Konstanten miissen am Dimethy|- 
amino-N lokalisiert werden; denn zwei weitere Konstanten der Leuko- 
form, mit denen dem Strukturbild nach zu rechnen ist, kame nach 
vergleichsweiser Schatzung ein Px, ganzlich anderen Wertes zu: fiir 
ein H-Atom, das mit dem zweiten bei der Reduktion aufzunehmenden 
“lektron zu dem zentralen (Briicken) N-Atom tritt, ware ein Px, > 12 
zu erwarten; fiir ein Proton, das sich mit seiner Valenzliicke an das 
einsame Elektronenpaar des zentralen N anlagert, ein Px, < 2. [Vgl 
z. B. die Dissoziationskonstanten der Flavine: Michaelis, Schubert und 
Smythe (29)|. Diese beiden Konstanten liegen offenbar mit ihren 
beiden py auBerhalb des untersuchten py-Bereiches, der wegen der bei 
niedriger [H*] eintretertlen Hydrolyse nicht nach der alkalischen 
wegen der bekannten Schwierigkeiten bei hoher {H*] nicht nach det 
sauren Seite ausgedehnt werden konnte. Die gemessenen Werte fiir 
Px, des Dimethylamino-N sind mit px = 5,34 baw. 5,73 als vergleichs- 





weise recht niedrig zu bezeichnen [z. B. bei Nilblau 6,90, Methylkapri- 
blat 6,10, Athylkapriblau 7,14, Kresylblau 6,3 (30)), doch sind zum Tei! 
auch ahnliche, zum Teil noch niedrigere px -Werte des Dimethylamino-N 
beobachtet worden |Phenolblau 5,99, Binschedlers Griin 5,10 (27) 
Eine, die Beweglichkeit des betrachteten Protons schwdchende Witkung 
der Sulfosiuregruppen ist danach jedenfalls nicht feststellbar und woh! 
auch nicht zu erwarten, da nach Conant und Mitarbeitern (10) ein der 
artiger EinfluB auf eine saure Gruppe in «-Stellung zur Sulfosiuregruppe 
bereits in f-Stellung nur sehr gering ist. Vielleicht ist eher an eine 
verstarkende Wirkung der Sulfosiuregruppen zu denken, die iiber den 
die Positivitat des Gesamtkérpers steigernden Einflu8 zur Wirkung 
gelangt. 

In beiden Fallen gelingt ferner der Nachweis einer Protonan!agerung 
am zentralen N fiir den oxydierten Farbstoff. Die Ox-Form des R-Saure 
produkts schlagt namlich im Bereich von 10—11 molarer Schwefelsaure 
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von blau nach rotviolett um; der G-Saurefarbstoff zeigt die gleiche 
Erscheinung bei einer Schwefelsiurekonzentration von 6,5—7,5 Mol 
pro Liter. Nach der Intensitét des Farbwechsels mu es sich um eine 
die Symmetrie steigernde An'agerung von H* handeln. Dafiir steht 
nur das zentrale N zur Verfiigung. Eine zahlenmaBige Angabe dieser 
Dissoziationskonstante in gewchnter Weise ist nicht méglich, weil wir 
uns auBetha!b der Grenzen befinden, in denen solche Angaben sinnvoll 
sind; auch der Versuch, photometrisch einen Anhaltspunkt fiir die 
GréBenordnung zu erhalten, fiihrte bei beiden Farbstoffen nicht zum 
Ziel. {Durch Protonaufnahme an entsprechender Stelle tritt z. B. beim 
Flavin der Farbwechsel von griin nach rot ein. px betrigt hier: — 0,2; 
doch gilt hier der Farbwechsel nur fiir die semichinoide, nicht fiir die 
Ox-Stufe (29).] 


Das px der Dissoziationskonstante am Dimethylamino-N ist in 
der oxydierten Stufe nicht nachweisbar. Da ihm nach Analogieschliissen 
ein Wert von etwa px, = 8 zukommen miiBte, liegt seine Nachweisbar- 
keit auBerhalb des der Untersuchung zugingigen pu-Bereiches. Das 
gleiche px, hat z. B. fiir Nilblau den Wert 9,7, Kresylblau 10,7, Methyl- 
und Athylkapriblau > 14 (30). 


Fiir die Radikalform, die der unmittelbaren Messung bei niedrigem k, 
wie in unserem Falle, nicht zuganglich ist, sind die Dissoziationskon- 
stanten aus dem Verlauf der £,- und #,-Kurven (Abb. 2 und 3) zu 
erschlieBen. Der die 0,0591 Volt /px-Neigung in parallelem Verlauf zur 
E,,-Kurve begleitende Teil der #,-Kurven gibt bei px — 5,34 (R-Saure- 
farbstoff) bzw. 5,73 (G-Saurefarbstoff) den Parallellauf auf und geht in 
die Nullneigung iiber, um bei pu = 5.54 (R-Saéurefarbstoff) bzw. 6,54 
(G-Saurefarbstoff) seine alte Neigung von 0.0591 Volt /px wieder auf- 
zunehmen. Die £,-Kurve zeigt bei beiden Farbstoffen bis pu — 5,54 
(R-Saurefarbstoff) bzw. 6,54 (G-Saurefarbstoff) die Neigung 0.0591 Volt 
pro px und verlauft dann mit Null-Neigung weiter. Fiir diese Richtungs- 
inderungen sind Dissoziationskonstanten verantwortlich zu machen. 
Bei pu = 5,34 bzw. 5,73 andert nur die £,-Kurve, die dem System s /r 
entspricht, ihre Richtung: es handelt sich um die bereits diskutierte 
Konstante der Leukoform, die hier wie auch auf der /,,-Kurve eine 
Verflachung verursacht. Bei pu = 5,54 bzw. 6.54 andern die Kurven 
beider Semichinon-Systeme (£, und £,) ihre Richtung, /,, dagegen 
nicht ; hier handelt es sich um eine Konstante der Radikalform: A,, die 
auf der £,-Kurve — entsprechend dem System s/r als Ox-Anteil 
dieses Systems eine Versteilung bewirkt, wahrend sie auf der £,-Kurve 
— entsprechend dem System ¢/s, in dem das Semichinon den Red-Anteil 
darstellt — eine Verflachung verursacht. Es mu sich um die Disso- 
ziationskonstante des Dimethylamino-N der Radikalform handeln. 
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Der Wert der Konstanten am Dimethylamino-N betragt also nach 
den experimentellen Feststellungen fiir 


R-Saurefarbstoff von Red: 4.57 - 10-6 
von’ Semichinon: 2,88 - 10-6 
von Ox: 3 - 10-8 
G-Saurefarbstoff von Red: 1.86 - 10-6 
von Semichinon: 2.88 - 10-7 
von Ox: 8) -10-8 


Bei beiden Farbstoffen tritt das semichinoide Radikal (wenn auch 
nur in geringer Menge) in dem ganzen gemessenen pu-Gebiet bei ver- 
haltnismaBig gleichmaBiger Verteilung auf (s. Tabelle 1, Spalte 9). 
Michaelis und Mitarbeiter (31, 32) stellten bei Oxazinen, Thiazinen und 
Selenaziden, die allerdings keine Sulfosauregruppen und keinen Naphtha- 
linkern enthielten, in stark saurem Milieu wesentlich gréBere Mengen 
des freien Semichinonradikals fest. Die Voraussetzung starker Aciditat 
ist wohl besonders dann Bedingung, wenn, wie z. B. bei Thionin, zwei 
NH,-Gruppen substituiert sind, von denen die eine bereits ein Proton 
autgenommen haben mu, bevor die zweite zum Auxochrom in die 
vorhandene aquivalente Resonanz treten kann. 

Das Strukturbild des Radikals in einem der denkbaren mesomeren 
Grenzzustande schreiben wir wie folgt: 


CH; CH; + 
JY XO N:CH, _ < e JN: CH, 
Ca eaes 
KO,8. ,S0,K : KO,S__/80,K H 


Ob dieser p-chinoiden Schreibweise wirklich der Vorzug gegeniiber 
der o-chinoiden Struktur der Oxoniumverbindungen zu geben ist, 
lassen wir uner6értert. Grundlage der Betrachtung ware das Ergebnis 
der Priifung, ob das gemessene Normalpotential dem fiir das Orthochinon 
oder fiir das Parachinon aus Analogieschliissen abzuleitenden Wert 
entspricht [vgl. Fieser (9)]. Es erscheint uns dabei unsicher, wieweit 
ein solcher Vergleich den Forderungen der ,,Theorie der iiberein- 
stimmenden Zusténde* geniigt und zu schliissigen Konsequenzen fiihrt. 


Optische Untersuchungen. 
Die Lichtabsorption von Oxazinen ist, wie Formanek und Grand- 


mougin (33) schon 1908 an Oxazinen verschiedenster Konstitution 
zeigten, von der Konzentration abhaingig. Auch unsere Farbstoffe 
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folgen dem Beerschen Gesetz nicht; allerdings treten die Unregel- 
maBigkeiten nicht so stark in Erscheinung, wie z. B. beim Nilblau (5). 
Das erwiesen Messungen von m/8000 und m/80060 Farblésungen in 
0.5 bzw. 3,0 em Schichtdicke am Pulfrich-Photometer (Filter 8 47, 50, 
53, 57 und 61): Die Beobachtungspunkte lassen erkennen, dab die 
Kurven nicht parallel liegen und daB in den verdiinnteren Lésungen 
das Absorptionsmaximum um einige my. nach langeren Wellen ver- 
schoben ist. Abb. 4 zeigt die Absorptionskurven im Ultraviolett und 
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Abb. 4. Absorptionskurven von R-Siurefarbstoff (——) und G-Saurefarbstoff ( ). 


im sichtbaren Gebiet fiir Farblésungen von 6- 10-5 molarer Kon- 
zentration in m/30 Phosphatpuffer (pH = 7,0). Die Messungen wurden 
mit dem Zeif-Spektrographen durchgefiihrt: im Ultraviolettgebiet 
muBten wegen Eigenabsorption des Lésungsmittels Vergleichskiivetten 
jeweils gleicher Lange benutzt werden, im Sichtbaren nur eine Kiivette 
mittlerer Lange. Das Maximum im Sichtbaren liegt beim R-Saure- 
farbstoff bei 5380 my, beim G-Saurefarbstoff bei 540 mu. Nach Formanek 
und Grandmougin (33) liegt das Maximum der Absorption (Konzentra- 
tionsangabe fehlt) fiir Dimethylaminophenonaphthoxazin, also fiir die 
unseren Farbstoffen entsprechende Base, bei 572 my. Die Verschiebung 
dieses Maximums nach Stellen kiirzerer Wellenlange muB auf den 
Einflu8 der Sulfosduregruppen zuriickgefiihrt werden. Dieselbe Er- 
scheinung fanden wir bei vergleichsweiser Messung von z. B. Dimethyl- 
aminoazobenzol, Maximum: 522my, und dimethylaminoazobenzol- 
sulfosaurem Natrium, Maximum: 512my (Messung von m 25000 
Lésung in verdiinnter Essigsiure (1 Vol. Eisessig + | Vol. Wasser, 
Pulfrich-Photometer, Schichtdicke 0,5 em); ahnliche Verhaltnisse gelten 
fiir die verschiedenen Indigosulfonate: Disulfonat 612 my, Trisulfonat 
590 mu, Tetrasulfonat 575 my (Messung von m/1l0000 Lésungen in 
m/60 Phosphatpuffer, pu = 7,0, Schichtdicke 0,5cem). Von unseren 
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Farbstoffen zeigt der R-Siéurefarbstoff, dessen Sulfosdéuregruppen auf 
zwei Ringe des Naphthalinkernes verteilt sind, die um 10 my. starker: 
hypsochrome Wirkung gegeniiber dem G-Saurefarbstoff mit beiden 
Sulfosauregruppen im gleichen Ring. 

Das bei etwa gleicher Konzentration um 100 my in Richtung 
lingerer Wellen verlagerte Maximum des verwandten Nilblaus (5) wird 
mit dem Auftreten einer weiteren auxochromen Gruppe (NH.) zu er 
klaren sein, deren Wirkung eine bathochrome ist [vgl. Wizinger (34)}, 
wahrend fiir das gréBere Molekiil unserer Farbstoffe nur eine auxochrome 
Gruppe mit bathochromer Wirkung, die Dimethylaminogruppe, zu 
Verfiigung steht | vgl. Dobbie und Lander (35)|. — Die molare Extinktion 
des Absorptionsmaximums ist bei unseren Farbstoffen mit 10960 bzw. 
12000 vergleichsweise gering [Nilblau: 40700 (5)|; die beim Nilblau 
symmetrische Anordnung der auxochromen Gruppen, die eine erhebliche 
Steigerung der Farbtiefe zur Folge hat [ Michaelis und Mitarbeiter (31). 
Schwarzenbach und Mitarbeiter (36)], fehlt bei unseren Farbstoffen. 
Die teils gut ausgepragten, teils angedeuteten Absorptionsmaxima im 
Ultraviolettgebiet (226 und 270m) werden dem Naphthalinsubsti- 
tuenten zuzuschreiben sein | Morton und de Gouveia (37). Bandow (38) 

Die Semichinon-Radikale ! ergaben bei Priifung im Zei/-Spektroskop 
(Spalt 0,01 mm, Lichtquelle: Punktlichtlampe, Balyrohr bis 60 mm 
Schichtdicke) fiir den R-Saurefarbstoff eine verschwommene Bande bei 
4%) my, fiir den G-Saurefarbstoff nur flache Endabsorption. Die bei 
unseren Farbstoffen auftretenden Radikale gehéren demnach nicht zu 
dem Typ, der nach Michaelis (31) wie Thionin und Methylenblau Band 
serien von sehr feiner Struktur im Griinen und ein breites Band im 
Blau erzeugt. 


Die von uns dargestellten und untersuchten Redoxfarbstoffe : 


3-Dimethylamino-7, 9-dikaliumsulfonatphenonaphthoxazin 


(E. pu 7 0,115 V) 
3-Dimethylamino-9, 12-dinatriumsulfonatphenonaphthoxazin 
(E' pa 7 + 0,105 V 


werden in der Reihe der fiir biologische Zwecke geeigneten Redox 
indikatoren, wie sie z. B. von Cohen (39) zusammengestellt sind, ihren 
Platz neben 

| Naphthol-2-sulfonat-indo-2, 6-dichlorphenol (2. pu 7 +- 0,119 V) 
finden. Es wird durch sie nicht ein bislang leerer Raum der Spannungs- 
reihe ausgefiillt, sondern der sicher gelegentlich auch an anderer Stelle 


! Farblésung durch katalytisch angeregten H, reduziert und mit aus- 
reichenden Mengen Ox-Lésung versetzt; Schutz gegen O, durch Benzin. 
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Zwei saure Redoxindikatoren aus der Oxazinreihe. 253 
empfundene Mangel an geeigneten sauren Indikatoren in der fiir uns 
vorgeschriebenen Potential-Lage behoben. 


Methimoglobinerzeugung durch den dargestellten R-Siurefarbstoff. 
Als gewisse vorlaufige Priifung auf ihre Eignung fiir bestimmte 
biologische Zwecke kann man die der Messung gut und bequem zu- 
gingliche Wirkung von Indikatorfarbstoffen auf rote Blutkérperchen 
oder Hamoglobin betrachten. In einer von ihrer Potential-Lage ab 


hingigen Intensitaét katalysieren sie den O,-Verbrauch, der — ohne 
geeigneten Katalysator nicht atmenden kernlosen, roten Blut- 


kérperchen und (in gleicher Abhangigkeit von der Potential-Lage) 
oxydieren sie Himoglobin zu Methimoglobin. Diese oxydative Wirkung 
auf Hamoglobin wurde von uns in bekannter Weise durch die dabei 
in Freiheit gesetzte Menge O, im Warburg-Manometer gemessen. Unsere 
Priifungen wurden mit vollaktivem, durch Elektrodialyse nach Ettisch 
und Mitarbeitern (40) mit dem Flektrodialysator nach Brintzinger her- 
gestellten Rinderhimoglobinlésungen (12,4g je 100ccm) und dem 
R.-Saurefarbstoff angestellt, dem wir wegen seiner besseren Léslichkeit 
den Vorzug vor dem G-Saureprodukt geben. Die Messungen zeigten, 
daB unser R-Saurefarbstoff 77°, des am Haimoglobin angelagerten O, 
in Freiheit setzt. Dieses Ergebnis entspricht dem, was nach den Unter 
suchungen und der Zusammenstellung von Wichaelis und Salomon (41) 
von Systemen in der Potentiallage unserer Farbstoffe zu erwarten war 
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Kiinstliche Kieme als Hilfsmittel zur Untersuchung 
der Permeabilitit lebender Membranen. 
I. Mitteilung: 
Priifung einiger Vergiftungsgleichungen an der Oxalsiurepenetration 
durch die Cellophanmembran. 
Von 
Eugen Macovski und Georgeta Stan. 
(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Naturwissenschaftlichen 
Fakultat, Universitat Bukarest.) 
(Eingegangen am 25, August 1941.) 
Mit 7 Abbildungen im Text. 


Wenn eine physiologisch-aktive, z. B. giftige Substanz aus der 
Lésung durch eine lebende Membran in den Tierkérper hineindringt und 
das Auftreten der Vergiftungserscheinungen hervorruft, dann bestehen 
innige Zusammenhange zwischen dem Gesetz, welches den Penetrations- 
vorgang regelt, und der GesetzmaBigkeit, nach der die Vergiftungs- 
svmptome erscheinen. Die Aufklirung dieser Zusammenhinge ist fiir 
die allgemeine und angewandte Biochemie von Bedeutung, weil sie 
gestattet, die Permeabilitaét lebender Membranen mit Hilfe der Ver- 
giftungssymptome quantitativ zu erforschen. Nehmen wir z. B. an, 
daB die Vergiftungsgleichung (1), welche die Abhangigkeit 

tT =f (ce) (1) 
zwischen der Vergiftungszeit t und der Giftkonzentration c der Lésung 
darstellt, mit dem Diffusionsgesetz verkniipft ist. Dies bedeutet, da, 
falls die Vergiftungserscheinungen bei den Tieren gemaB der Funktion (1) 
auftreten, die Giftpenetration durch die betreffende lebende Membran 
nach dem Diffusionsgesetz erfolgt. Auch wenn die Ergebnisse der 
Vergiftungsversuche mit der Gleichung (1) nicht tibereinstimmen, 
lassen sich aus den beobachteten Abweichungen  gewisse Schlub- 
folgerungen tiber den Gang der Penetration zichen. 

Obige Methode wurde in den friiheren Mitteilungen zur Unter 
suchung der Permeabilitét des lebenden Kiemenepitheliums der Fische 
verwendet, und zwar auf Grund der nahen Bezichung, welche zwischen 
dem Diffusionsgesetz von Fick und den Vergiftungsgleichungen (2) 
und (3) besteht!. Da aber diese Beziehung bisher nur theoretisch 

(¢ —¢o)t = k; (2) 
(c —¢,,) (t — tT) = K (3) 


a) 


1 Eugen Macovski u. Eufrosine Macovski, Naunyn-Schmiedebergs Arch, 
185, 309, 1937; 18S, 405, 1938: 189, 45, 140, 281, 1938. 
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begriindet war und die Anwendbarkeit der Vergiftungsg!eichunge:, 
bisher nur in vivo gepriift wurde, erscheint es als notwendig, das Vor 
handensein der erwihnten Beziehung sowie die Richtigkeit obige: 
Vergiftungsgleichungen auch in vitro auf experimentellem Wege zu 
bestatigen. 

Zu diesem Zwecke stellten wir einen Apparat her, der sich im 
Versuch wie die Kieme der Fische verhalt und als , ,kiinstliche Kieme* zu 
benennen ist. Er besteht (Abb. 1) aus einer diinnen, zylindrischen Mem 
bran m (Cellophan, Kollodium, Darm 
Ader usw.), die an beiden Enden an gut 
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passenden, etwas konischen, geschliffe 
nen Glasflichen befestigt ist. A!s oberei 
Glasteil g dient ein von der Gaswasch 
flasche (nach Drechsler) herausgenom 
menes Stiick, dessen AusfluBrohr zu 
einer nicht zu engen Kapillare k ausge 
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zogen ist. Unten ist die Membran mit 
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einem leichten, hohlen, von einem Wage 


a 
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ylaschen stammenden G'asstopfen w ver 
schlossen. Der innere freie Raum ist 
auf ein Minimum verkleinert, zunichst 
dadurch, daB man an das EinfluBrohr - 
ein anderes, breiteres, an beiden Enden 
mit Kork ¢ dicht verschlossenes G'as 
rohr r ansetzt, dessen Durchmesser eine 


770 


einzige Schicht von Glasperlen zwischen 
das Rohr und die Membran_ einzu 
schieben erlaubt. Die iibrigen frei ge 
bliebenen Raume werden dann mit ganz 
kleinen Glasperlen ausgefiillt —. Diese: 
Bau stimmt in groBben Ziigen mit dem 
Bau der Fischkiemen iiberein. Die Glas 





Abb. 1. perlen, die mit der Membran in Be 

riihrung kommen, kénnen mit den so 

genannten Pillasterzellen verglichen werden; die zwischen den Perlen 

gebliebenen kapillaren Raéume entsprcchen den Blutkapillaren det 

Kiemen, wiahrend die Membran selbst das fiir die gelésten Stoffe 
durchlissige Kiemenepithelium darstellt. 

Die kiinstliche Kieme erlaubt, die Vergiftungsgleichungen (2 
und (3) auf ihre Richtigkeit zu priifen und ihre Beziehungen zu dem 
Diffusionsgesetz von Fick experimentell zu beweisen. Das Verfahren 
ist prinzipiell einfach. Es wird die Permeabilitaét der kiinstlichen Kieme 
unter denselben Bedingungen untersucht, bei denen die gelésten Stoffe 
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in Vergiftungsversuchen das lebende Kiemenepithelium der Fische 
durchdringen; dabei wird festgestellt, ob die betreffende Penetration 
nach dem Diffusionsgesetz von Fick erfolgt und ob die fiir das Durch- 
dringen gewisser Substanzmengen aus Lésungen verschiedener Kon 
zentration nétigen Zeitraume den in den Vergiftungsgleichungen vor- 
handenen Vergiftungszeiten entsprechen. 


Die Bedingungen der Versuche lassen sich aus den folgenden 
Betrachtungen ableiten: 


Wird ein Fisch in die Lésung irgendeiner Substanz gebracht, so 
beginnt diese Substanz durch das Kiemenepithelium in den Tierkérper 
einzudringen. Trotz dieser Penetration bleibt die Konzentration der 
Lésung an der auBeren Kiemenflaiche langere Zeit praktisch konstant. 
da die Atembewegungen des Fisches immer neue Mengen frischer 
Lésung den Kiemen zufiihren und da die kleinen, in den Tierkérper 
eindringenden Substanzmengen die Konzentration der Lésung nicht 
merklich verandern, falls die Lésung in geniigender Menge vorhanden 
ist. An der inneren Seite der Kiemen befindet sich das Blut, in dem die 
Konzentration der Substanz praktisch gleich Null ist, weil die ein 
dringenden Substanzmengen sofort aus den Kiemen durch den raschen 
Blutstrom entfernt und im Inneren des Kérpers an die Zellen und 
Gewebe abgegeben werden. Es besteht also die Neigung, das Kon- 
zentrationsgefaille an den beiden Seiten der Kiemenmembran auf einer 
konstanten Héhe zu erhalten. 


Damit die gelésten Stoffe die kiinstliche Kieme mdéglichst unter 
denselben Bedingungen durchdringen, wird die kiinstliche Kieme in 
eine geniigende Menge der zu untersuchenden Lésung hineingetaucht 
(Becherg'as B, Abb. 2), die Lésung mittels des Riihrers R stark und 
standig vermischt und durch das Innere der Membran destilliertes 
Wasser in ziemlich raschem Strom geleitet. 


Wollen wir mit ds die waihrend der Zeit dt durch die Membran 
von der Oberfliche dq und Dicke dx, unter der Einwirkung des Kon- 
zentrationsgefalles dc, durchdringende Substanzmenge bezeichnen, dann 
kommt dem Diffusionsgesetz von Fick die Form (4) zu 


F Pc q 
ds ars lq dt, (4) 


wo das Konzentrationsgefille de im allgemeinen von der Zeit df ab 
hangt, und zwar mit der Zeit sich stetig vermindert. In unserem Falle 
ist aber das Konzentrationsgefalle dc von der Zeit unabhangig, da es 
wahrend der Versuche praktisch konstant bleibt. Somit wird das 
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Diffusionsgesetz von Fick einer einfachen Integration zuganglich und 
ergibt die Formel (5) B 
8= —k ; (Co — ¢}) t, (5) 
Si 
in welcher cy und c, die Konzentrationen des Stoffes an der auBeren 
bzw. an der inneren Seite der Membran von der Dicke x und von der 
Oberfliche q darstellen. Diese Formel (5) nimmt eine noch einfachere 
Gestalt (6) an 
q 
s = —k— et, (6) 
x 
wenn die Konzentration der diffundierenden Substanz an der inneren Seite 
der Membran im Vergleich zu jener an der éuBeren Seite geniigend klein 
ist, um vernachlassigt werden zu kénnen (cy = c, c; = 0), ein Zustand, 
der sich immer erreichen laBt unter der Bedingung, daB im Inneren 
der Membran der Fliissigkeitsstrom geniigend rasch flieBt. Auch die 
GréBen q und 2, welche fiir die Membran charakteristisch sind, kann 
man als Konstanten betrachten, wenn man Fische von derselben Art 
und GréBe bzw. wenn man dieselbe kiinstliche Kieme fiir alle Versuche 
, q : rape i : 
verwendet. Dann ist das Produkt — k * durch eine einzige Konstante K 
zu ersetzen, so daB das Diffusionsgesetz von Fick die Form (7) annimmt 
8= Ket. (7) 
Zur Beantwortung der Frage, ob eine Substanz das lebende Kiemen- 
epithelium der Fische oder die kiinstliche Kiemenmembran nach dem 
obigen Diffusionsgesetz durchdringt, ist es also nétig, unter den eben 
erwaihnten Versuchsbedingungen die Substanzmengen s, die bei den 
verschiedenen Konzentrationen und wahrend der verschiedenen Ver- 
suchszeiten in den Fischkérper bzw. in das Innere der kiinstlichen 
Kieme eindringen, quantitativ zu bestimmen und die Anwendbarkeit 
der Formel (7) auf die Ergebnisse der Versuche zu _ priifen. 

Im Falle der kiinstlichen Kieme stehen einer solchen Untersuchung 
prinzipiell keine Schwierigkeiten entgegen. Es wird z. B. zur Unter- 
suchung der Permeabilitaét eine Substanz a verwendet, die zur mab- 
analytischen Bestimmung einer anderen Verbindung / geeignet ist. Man 
taucht die kiinstliche Kieme in die standig vermischten Lésungen 
dieser Substanz a von verschiedenen Konzentrationen ¢,, ¢y, ..., ¢, 
hinein, leitet durch das Innere der Kieme einen gleichmaBigen Strom 
destillierten Wassers und fangt nach einiger Zeit, nachdem das kinetische 
Gleichgewicht in bezug auf die Substanzpenetration zwischen der 
, auBeren* und ,,inneren‘ Fliissigkeit eingetreten ist, die aus der Kieme 
herausflieBenden Lésungen in den GefiBen G auf, welche alle die gleichen 
Mengen der zu titrierenden Verbindung enthalten (Abb. 2). — Da in 
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jedes dieser GefaBe dieselbe Menge der Substanz a gelangen mub, um 
die dort enthaltene Substanzmenge 6 zu erschépfen, geniigt es, die 
Dauer der Titration /,, ty, . . ., t,, fiir jede der erwihnten Konzentrationen 
C4, Co c, zu bestimmen, um mittels der Forme! (8) 


ct = K,, (8) 
d.h. mittels der Formel (7), in welcher s fiir alle Versuche denselben 
Wert hat, zu entscheiden, ob die betreffende Substanz die kiinstliche 
Kiemenmembran nach dem Diffusionsgesetz von Fick durchdringt. 
Im Falle des lebenden Kiemenepitheliums der Fische stehen die 
Sachen anders. Die Formel (7) kann nicht als solche zur Auswertung 
der Versuchsergebnisse herangezogen werden, da es praktisch kaum 
méglich ist, die kleinsten wahrend der Versuche in den Fischkérper 
eindringenden Substanzmengen von allen iibrigen im Tierkérper vor- 
handenen Stoffen zu trennen und mit der notwendigen Genauigkeit 
quantitativ zu bestimmen. Das Problem laBt sich aber indirekt 
lésen, indem man fiir die Versuche physiologisch-aktive, z. B. giftige 
Stoffe verwendet und annimmt, da die physiologisch-pathologischen 
Erscheinungen (Vergiftungssymptome) bei den Fischen erst dann auf- 
treten, wenn in jeden Fisch eine ganz bestimmte, fiir jede Tierart und 
fiir die entsprechenden Versuchsbedingungen charakteristische, , giftig- 
wirkende*‘ Substanzmenge A eingedrungen ist. Es ist dabei zu betonen, 
daB die in die Fische gelangende und das Auftreten der Vergiftungserschei- 
nungen hervorrufende, ,,giftigwirkende** Substanzmenge 4 keinesfalls 
mit der ,,gesamten“ eindringenden Giftmenge s gleichzusetzen ist, da 
Entgiftungsvorgange verschiedener Natur, welche sich im lebenden 
Organismus abspielen, einen Teil o des eindringenden Giftes unschadlich 
machen. Zwischen den erwahnten GréBen besteht also die Beziehung (9), 
wobei die Vergiftungssymptome, als eine besondere Art ,,Indika- 
toren‘*, nur die Bestimmung der ,,giftigwirkenden* und nicht der 
.gesamten™ in die Fische eindringenden Giftmengen gestatten. 


8 A-+go. (9) 


Werden also Fische derselben Art und GréBe in Lésungen einer 
giftigen Verbindung vog verschiedenen Konzentrationen ¢,, ¢o, » Ge 
hineingebracht und wird fiir jede Lésung die entsprechende Ve pailninai 
zeit T), To, ..., T, (d. h. die seit dem Einfiihren des Tieres in die giftige 
Lésung bis zum Auftreten eines gewissen charakteristischen Ver 
giftungssymptoms verstreichende Zeit) ermittelt, dann dringen in die 
Fische, falls die Giftpenetration durch das lebende Kiemenepithelium 


nach dem Diffusionsgesetz von Fick (7) erfolgt, folgende ..gesamte™ 
Giftmengen ein (10): 


8 Mess, Oo = Bebe le, «655 Me mn é, %. (10) 
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Nach unserer Annahme ist aber die ,,giftigwirkende’* Substanzmenge 4 
in allen Fischen dieselbe. Daraus ergibt sich auf Grund der Forme] (9 
die Beziehung (11) bzw. (12) 


A = 8 — 0 A Menage: OTs, (11 
A K ce, t, — 0; = Kegt,—o0, =:+*'=Ke, 1, —<a,, (12 
in welcher o1, do, . . ., ¢, die wihrend der Vergiftungszeiten 7,, tT. baw. 1 


in den Fischkérpern entgifteten Substanzmengen darstellen. Dic 
GréBe dieser entgifteten Substanzmengen laBt sich folgenderweis« 
ableiten. Fiir jede wirksame Substanz gibt es ein gewisses Konzentra 
tionsgebiet ¢ — 0 bis ¢ = ¢, in welchem sie keine sichtbare Einwirkung 
auf die Tiere ausiibt, oder wenigstens das zur Bestimmung von T aus 
gewihlte Symptom nicht mehr hervorruft; erst in den Lésungen, deren 
Konzentration die ,,maximale unwirksame Konzentration’ cg tiber 
schreitet, tritt beiden Tieren das betreffende Symptom auf. Dies bedeutet. 
daB die Substanzmengen, welche aus den Lésungen von der Konzentra 
tion c = 0 bis ¢ = ¢p in die Fische eindringen, im Inneren der Fische 
vollkommen entgiftet werden. Die gréBte Giftmenge, die wahrend det 
Zeit t im Tierkérper zur Entgiftung kommt, ist dann durch die 
Forme! (13) a (13) 
wiedergegeben, falls das Gift in den Fischkérper nach dem Diffusions 
gesetz eindringt. Somit nimmt die Beziehung (12) die Form (14) an 
woraus sich die allgemeine Formel (15) ergibt. 


A = Ket, —Kegt, = Kegt, — Key to =--- = Ke,t, —Kegt, (14) 
A ‘ d. 
(C —C») T K Ky. (15) 


Die Formel (15) ist eine ,,Vergiftungsgleichung™, weil sie die Be 
ziehung zwischen der Giftkonzentration ¢ der Lésung und der Ver- 
giftungszeit 7 darstellt; sie ist zugleich eine andere Ausdrucksweise fii! 
das Diffusionsgesetz von Fick, die sich von derjenigen der Formel (8) 
nur durch die Art der Zeitbestimmung unterscheidet. Denn wenn / 
den Zeitraum bedeutet, der fiir die Penetration einer gewissen ,,ge 
samten‘** Substanzmenge nétig ist, stellt 7 die fiir das Eindringen einer 
gewissen ,,aktiven’, ,.giftigwirkenden*: Substanzmenge nétige Zeit dar 
dabei ist der erwihnte Unterschied nur durch die Besonderheit der 
Vergiftungssymptome als ,,Indikatoren** bedingt. Ubrigens ist es leicht, 
die Beziehung zwischen 7 und ¢ aufzustellen: man beseitigt c aus dem 
System (16) und erhalt die gesuchte Formel (17). 

ct = &,, (¢ — Co) t = Ka, (16) 
Kzt 


ts ° 17) 
K, —¢ot i 
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Die Vergiftungsgleichung (15) ist also mit dem Diffusionsgesetz von 
Fick innerlich verbunden, weil sie eine besondere Ausdrucksweise dieses 
Gesetzes darstellt: treten bei den Tieren die Vergiftungssymptome 














bezeichneten Stelle ist ein Stiick Kapillarglasrohr in den Kautschuckschlauch eingeschaltet. 


An der mit ,,K** 


° 


Abb 





gemaf dieser Gleichung (15) auf, dann ist dies ein Beweis dafiir. daB die 
betreffende Verbindung das lebende Kiemenepithelium nach dem 
genannten Diffusionsgesetz durchdringt. — 

Um die obigen theoretischen Vorstellungen mit Hilfe der kiinst- 
lichen Kieme auf ihre Richtigkeit hin zu priifen, mu8 man zunichst 
die Bedingungen der kiinstlichen ,,Entgiftung’ derart wahlen, daB 
die experimentell ermittelten Titrationszeiten den in vivo beobachteten 
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Vergiftungszeiten entsprechen. Dies la8t sich folgendermaBen erreichen 
Die kiinstliche Kieme wird, wie bei den oben beschriebenen Versuchen 
in die stindig vermischten Lésungen der Substanz a hineingetaucht 
(Becherglas B, Abb. 2) und durch das Innere der Kieme destilliertes 
Wasser in einem g'eichmafigen Strome geleitet. Nach einiger Zeit 
nachdem das kinetische Gleichgewicht in bezug auf die Penetration de1 
Substanz a zwischen der ,,auBeren‘‘ und ,,inneren“ Fliissigkeit ein 
getreten ist, wird die aus der Kieme flieBende Lésung in den GefaBen 6 
aufgefangen, welche die gleichen Mengen der zu titrierenden Ver 
bindung } enthalten. Die Substanz a stellt hier das bei den Vergiftungs 
versuchen benutzte Gift dar, welches die Kiemen durchdringt und in 
das Innere des Fischkérpers (GefaiB G) gelangt. Nun lassen wir waihrend 
der Titration aus der Flasche f in das GefiB G einen gleichmaBigen 
Strom einer verdiinnten Lésung der Verbindung 6 zuflieBen (Abb. 2) 
Die in dieser Weise zugesetzte Verbindung } reagiert mit der aus de: 
Kieme stammenden Substanz a: ein Teil dieser Substanz a wird also 
verbraucht, ,,entgiftet**, so daB nur die tibrigbleibende Menge mit det 
im GefiB G vom Anfang des Versuchs befindlichen Menge der Ver 
bindung 6 reagiert. Dies bedeutet, daB wahrend der Versuche in die 
refiBe G verschiedene , gesamte‘‘ Mengen der Substanz a gelangen, 
von denen immer ein und derselbe Anteil ,,giftig’’ wirkt, so daB die 
Dauer der Titration nur durch diese ,,giftigwitkende’‘ Menge der Sub- 
stanz a bedingt ist. — Jetzt ist es leicht zu verstehen, daB der Verbrauch 
der ganzen am Anfang des Versuchs in das GefaB G eingefiihrten Menge 
der Verbindung 6 nur dann méglich ist, wenn die Konzentration der 
Substanz a in der aus der Kieme flieBenden Lésung starker als jene 
, aquivalente’* Konzentration ist, welche der Konzentration der Ver- 
bindung 6 in der zugesetzten Lésung entspricht. Die Konzentration 
der ,,auBeren‘* Lésung, die unter den gegebenen Versuchsbedingungen 
die Bi'dung einer solchen , ,iquivalenten‘* Konzentration in der ,,inneren” 
durch die Kieme flieBenden Lésung bedingt, stellt ohne weiteres die 
..maximale ungiftige Konzentration’’ c, dar. Bei dieser und bei 
schwicheren Konzentrationen (¢c = 0 bis ¢ = c¢») wird die Titrations- 
dauer unendlich, da der Endpunkt der Titration nie zu erreichen ist. 
Erst wenn die Konzentration der ,,iuBeren‘‘ Lésung starker als cp ist, 
wird die Dauer der Titration meBbar und entspricht dann vollkommen 
der Vergiftungszeit 7. Selbst der Endpunkt der Titration ist mit dem 
Auftreten des Vergiftungssymptoms vergleichbar. — Unter diesen Um- 
stinden geniigt es, in der eben beschriebenen Weise die ,,Vergiftungs- 
zeiten’’ 7, To, ..., T, fiir eine Reihe der ,,auBeren‘* Konzentrationen 
C1, Cg,...,C, zu bestimmen, um an Hand der erhaltenen Versuchs- 
ergebnisse die Anwendbarkeit der Vergiftungsg'eichung (2, 15) zu 
priifen. — Stimmen namlich die Anforderungen der genannten Ver- 
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viftungsgleichung mit den Ergebnissen der Versuche iiberein, so ist 
dies ein Zeichen, daB die Substanz a die Kiemenmembran nach dem 
Diffusionsgesetz von Fick durchdringt. 

Ubrigens kénnen wir dies auch anders beweisen. Es wird wahrend 
der eben beschriebenen Versuche, nach jeder Bestimmung der ,,Ver- 
giftungszeit‘‘ rt, der in das GefiB G aus der Flasche / flieBende Strom 
der Lésung unterbrochen und die Dauer der Titration ¢ in der iiblichen 
Weise ermittelt. Falls die Penetration der Substanz a durch die Kiemen- 
membran ein Diffusionsvorgang ist, sind die Produkte zwischen der 
, duBeren** Konzentration ¢ und der entsprechenden Titrationsdauer /, 
gemiB Formel (8), praktisch konstant. 

Die andere Vergiftungsgleichung (3), welche hier in Frege kommt. 
unterscheidet sich von der bereits besprochenen Vergiftungsgleichung 
(2, 15) durch das Vorhandensein einer neuen Konstante ro: alle iibrigen 
Bestandteile sind mit den entsprechenden Bestandteilen der Ver- 
giftungsgleichung (2, 15) identisch, so daB ihnen dieselbe schon bekannte 
physikalisch-chemische Deutung zukommt. Es bleibt also an dieser 
Stelle nur die Natur der Konstanten t, zu erértern, um dadurch auch die 
Natur der Vergiftungsgleichung (3) zu erklaren. 

Zu diesem Zwecke stellen wir uns zuniachst einen hypothetischen 
Fall vor, daB wir fiir die Vergiftungsversuche zwei verschiedene 
Fischarten verwenden, die sich in jeder Beziehung (GréBe, Kiemen- 
struktur, Empfindlichkeit gegen die Gifteinwirkung usw.) identisch 
verhalten und nur durch die Geschwindigkeit der Blutzirkulation 
unterscheiden. Werden diese Fische in giftige Lésungen gleichzeitig 
hineingebracht, so wird bei den Fischen mit langsamer Blutzirkulation 
das zur Bestimmung der Vergiftungszeit ausgewahlte Vergiftungs- 
symptom etwas spiter auftreten als bei den Fischen, bei welchen das 
Blut rascher zirkuliert. Denn es ist immer ein gewisser Zeitaufwand 1,, 
notwendig, bis das Gift aus den Kiemen zu jenen Kérperteilen gelangt, 
wo es seine physiologische Wirkung ausiibt. Dieser Zeitaufwand 1, 
hangt also von der Geschwindigkeit der Blutzirkulation und von der 
zwischen den Kiemen und auf das Gift empfindlichen Kérperstelle 
eingeschalteten Blutmenge ab und stellt somit eine konstante, fiir jede 
Tierart charakteristische GréBe dar. — Wenn 1, im Vergleich zu den 
bei der Bestimmung der Vergifturgszeit gemachten Fehlern geniigend 
klein ist, um vernachlassigt werden zu kénnen, brauchen wir diese 
Konstante nicht in Betracht zu ziehen. Ist aber der Wert von 1, 
betrachtlich, dann mu man diesen Wert von der ,,beobachteten“ 
Vergiftungszeit in Abzug bringen, um somit die ,,tatsichliche der 
Vergiftungsgleichung (2, 15) entsprechende Vergiftungszeit zu erhalten. 
In dieser Weise gelangen wir zu der Vergiftungsgleichung (18). 

(¢ — ¢o) (T — Ta) Const. (18) 
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Ein anderer Faktor, der hier in Betracht kommt, hangt von dem 
zur Bestimmung der Vergiftungszeit gewahlten Symptom selbst ab 
Bei einer Vergiftung werden gewéhnlich mehrere nacheinander folgende 
Vergiftungssymptome beobachtet, wobei die fortschreitende Vergiftung 
der Tiere den Verlauf dieser Symptome beeinflussen kann. Dies tritt 
in solehen Fallen besonders deutlich hervor, wo die Vergiftung des 
Tieres einen gewissen, geniigend fortgeschrittenen ,,kritischen‘‘ Zustand 
erreicht, nach welchem die weiteren Symptome sozusagen automatisch 
nacheinander auftreten, unabhangig davon, ob das Versuchstier in de1 
giftigen Lésung bleibt oder inzwischen in ein unschadliches Medium 
iibergefiihrt ist. Nehmen wir an, da jedes solcher , postkritischer‘* Symp- 
tome unabhangig von der Giftkonzentration der Lésung in einem ganz 
bestimmten und konstanten, fiir jedes postkritische Symptom charak- 
teristischen Zeitintervall 7, nach jenem Zeitpunkt auftritt, wo der 
kritische Vergiftungszustand erreicht wurde, und nehmen wir weiter 
an, daB der kritische Vergiftungszustand bei den Tieren nach der 
Vergiftungsgleichung (2, 15) auftritt, dann ist die einem postkritischen 
Vergiftungssymptom entsprechende ,,beobachtete’ Vergiftungszeit aus 
zwei Teilen gebildet, und zwar: aus der dem kritischen Zustand selbst 
entsprechenden ,,tatsachlichen’: Vergiftungszeit und aus dem fiir jedes 
postkritische Symptom charakteristischen und konstanten Zeitinter- 
vall z,. Um die .,tatsichliche’’ der Vergiftungsgleichung (2, 15) ent 
sprechende Vergiftungszeit zu erhalten, miissen wir also von der ,,beob 
achteten’’ Vergiftungszeit den Wert von 1, in Abzug bringen, woraus 
sich die fiir die postkritischen Vergiftungssymptome giiltige Ver- 
giftungsg!eichung (19) ergibt!. 

(Cc — Co) (Tt Tp) Const. (19 
telegentlich gibt es auch andere praktisch oder hypothetisch 
konstante Zeitfaktoren t,, Tz usw., welche sich ebenso wie 17, und 1, 


a 


vethalten, d.h. sich zu der ,,tatsaichlichen‘: Vergiftungszeit addieren und 
somit die langere ,,beobachtete Vergiftungszeit ergeben. Es ist kaum 
még'ich, alle diese Zeitfaktoren bei den in vivo ausgefiihrten Ver- 
giftungsversuchen untereinander zu unterscheiden und in ihrer Wirkung 
zu trennen: deshalb erscheint es besser, die Summe aller dieser Zeit 
faktoren als eine einzige Konstante Tt, aufzufassen (20) 

To wa ct eo see ot Se Tt, (20 
und von der ,,beobachteten“ Vergiftungszeit, wenn nétig, in Abzug zu 
bringen. In dieser Weise erhalten wir die allgemeine, am Anfang dieser 
Abhandlung erwahnte Vergiftungsgleichung (21). 

. a ») 
(¢ — €o) (tT — %) = Kz. (21) 
1 Vel. Eugen Macovski u. Eufrosine Macovski, Naunyn-Schmiedebergs 
Arch. 189, 45, 1938. 
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Vom physikalisch-chemischen Standpunkte aus kommt der Glei- 
chung (3, 21) dieselbe Bedeutung wie der Vergiftungsgleichung (2, 15) 
zu, weil der Faktor t — Tt, der in der G'eichung (3, 21) steht, nichts 
anderes als der in der Formel (2, 15) vothandene Zeitfaktor 7 ist. Denn 
obwohl wir die Vergiftungszeit in beiden G'eichungen mit t bezeichnen, 
hat t in der Vergiftungsg’eichung (3,21) bei einer gegebenen Gift- 
konzentration einen g'éBeren Wert als jenes 7, das in der Gleichung (2, 15) 
vorhanden ist. Die Differenz zwischen den beiden Werten ist eben dem 
Werte der Konstanten tT) gleich. 


Wollen wir nun die Vergiftungsgleichung (3,21) mit Hilfe der 
kiinstlichen Kieme priifen, dann brauchen wir nicht alle méglichen 
Bestandteile der Konstanten tT) in Betracht zu ziehen. Es geniigt, einen 
der betreffenden Zeitfaktoren, z. B. 1t,, auf kiinstliche Weise in die 
Realitat umzusetzen, um das Ziel zu erreichen. Experimentell verfahrt 
man g°nau so wie bei der Priifung der Vergiftungsgleichung (2, 15), 
nur beginnt man die ,, Vergiftungszeit‘‘ mit dem Zeitpunkte zu messen, 
wo die kiinstliche Kieme in die Versuchslésung eingefiihrt wird; man 
wartet also nicht, bis das Penetrationsgleichgewicht zwischen der 
. auBeren und ,,inneren“ Lésung eintritt. Obwohl die Substanz a 
sofort durch die Kiemenmembran in das Innere der Kieme einzudringen 
beginnt, verstreicht eine gewisse Zeit, bis die ,,innere“‘ Lésung das in 
dem oberen Teile der Kieme und im AusfluBrohr befindliche destillierte 
Wasser ersetzt und in das TitrationsgefiB G gelangt. Diese Zeit, wahrend 
der aus der Kieme in das GefiB G reines Wasser flieBt, hangt von der 
Geschwind gkeit des durch die Kieme flieBenden Wasserstromes ab 
(das hier den Blutstrom des Fisches darstellt), sowie von der in den 
oberen Teilen der Kieme und im AusfluBrohre befindlichen Wassermenge 
(der in vivo die zwischen-der Kieme und den auf das Gift empfind- 
lichen anatomischen Elementen des Fischkérpers eingeschaltete Blut- 
menge entspricht). Das erwihnte Zeitintervall ist somit von der 
Konzentration ¢ der ,iuberen‘‘ Lésung unabhangig, behalt bei allen 
Versuchen denselben Wert und stellt mit geniigender Naherung den 
durch die Konstante 1, bezeichneten Faktor dar. Es bleibt also iibrig, 
in der obigen Weise die ,,Vergiftungszeiten* fiir eine Reihe der Kon- 
zentrationen c zu bestimmen, um an Hand der Versuchsergebnisse die 
Vergiftungsgleichung (3,21) auf ihre Anwendbarkeit zu priifen. Im 
Falle der Ubereinstimmung kann man den SchluB zichen, daB die 
Substanz a die Kiemenmembran nach dem Diffusionsgesetz von Fick 


durchdringt. 


Ubrigens ist es méglich, auch im Falle der Vergiftungsgleichung 

(3, 21) zu beweisen, daB der Unterschied zwischen dieser Gleichung und 

der Diffusionsformel (8) nur durch die Besonderheit der Zeitbestimmung 
Biochemische Zeitschrift Band 310. 18 











266 E. Macovski u. G. Stan: 


(x und ¢) bedingt ist. Zu diesem Zwecke beseitigt man c aus dem 
System (22) und erhalt die t-t-Beziehung (23), 


ct K, 9 (c a Co) (tT To) kK, (22) 
K,t a 
T ~ + 65 23) 

K, — Cot 


welche einer direkten experimentellen Priifung zuginglich ist. 

Jetzt ist es leicht zu ersehen, daB ein und dieselbe Versuchsreihe 
zur Priifung der beiden Vergiftungsgleichungen (3, 21) und (2, 15) sowie 
zur Kontrolle der Anwendbarkeit der Diffusionsformel (8) dienen kann 
Man |48t naimlich wahrend dieser Versuche in das Titrationsgefaf 
zunachst eine verdiinnte Lésung der zu titrierenden Verbindung } zu- 
flieBen, um einen Teil der aus der Kieme kommenden Substanz a zu 
, entgiften’, und bestimmt fiir jede ,,iuBere’* Konzentration c, ohne 
Unterbrechung des Versuchs, folgende drei Titrationszeiten: 1. gleich 
nach dem Beginn des Versuchs, d.h. seit dem Zeitpunkte, wo die 
kiinstliche Kieme in die Versuchslésung eingetaucht wird (,, Vergiftungs- 
zeit t4), 2. nach einiger Zeit, nachdem das Penetrationsgleichgewicht 
zwischen der ,,auBeren‘‘ und ,,inneren‘* Lésung eingetreten ist und 
aus der Kieme eine Lésung von der konstanten Zusammensetzung 
tlieBt (,, Vergiftungszeit‘‘ t,), und schlieBlich 3. nachdem die in das 
TitrationsgefaB flieBende Lésung der Verbindung } abgestellt wird 
(Titrationsdauer ¢). — Die ersten Vergiftungszeiten 1, dienen zur 
Priifung der Vergiftungsgleichung (3, 21), die zweiten, tz, zur Priifung 
der Vergiftungsgleichung (2, 15), die letzten Titrationszeiten ¢t, um 
zu ersehen, ob die Formel (8) mit den Ergebnissen der Versuche im 
Einklang steht. — In dieser Weise gelingt es, die Giiltigkeit des Diffu- 
sionsgesetzes von Fick und der erwahnten, Vergiftungsgleichungen an 
einem und demselben Penetrationsvorgang zu beweisen. 

Es bleibt jetzt noch iibrig, einige allgemeine MaBnahmen zu er- 
waihnen, welche bei dem Arbeiten mit der kiinstlichen Kieme zu_be- 
achten sind. 

Wie bekannt, hingt die Geschwindigkeit der Diffusionsvorgange 
von der Temperatur ab. Deshalb mu8 man mit der kiinstlichen Kieme 
bei streng konstanter Temperatur (¢° 0,19) arbeiten. Zu diesem 
Zwecke witd das Becherglas mit der Versuchslésung in den Thermo- 
staten 7' eingestellt (Abb. 2), wo sich auch ein mit reinem Wasser 
gefiillter G'aszylinder Z befindet, in welchem die kiinstliche Kieme vor 
dem Versuche aufbewahrt wird. Auch das destillierte Wasser, das aus 
der Vorratsflasche F in das Innere der Kieme flie8t, mu, bevor es in 
die Kieme gelangt, auf die Versuchstemperatur erwarmt werden. Dies 
geschieht in dem GefaiB V, das als ,,Vorwairmer‘: dient und vor dem 
Versuch, sowie wihrend des Versuchs in das Thermostatenwasser ein- 
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getaucht bleibt. In diesem GefaiB werden gelegentlich auch die kleinen 
Luftblasen aufgefangen, welche in dem erwaérmten Wasser eventuell 
entstehen. Die Kieme und der Vorwarmer werden an ein und dem- 
selben Stativ befestigt,sdamit ihre Verbindung wahrend der Uber- 
fiihrung der Kieme aus dem Zylinder Z in den Becher B und zuriick 
beibehalten bleibt. 

Damit die Versuche méglichst genaue Werte fiir die Vergiftungs- 
zeiten ergeben, mu das Wasser durch das Innere der Kieme in einem 
gleichmaBigen Strom flieBen. Allein mitte!s der Vorratsflasche F mit 
dem konstanten Wasserspiegel !aBt sich dies nicht erreichen, da auBer 
der Niveaudifferenz A (Abb. 2), welche bei allen Versuchen denselben 
Wert haben muB, fiir die Geschwindigkeit des Wasserstromes noch die 
Zahigkeit der durch die Kieme flieBenden Lésung maBgebend ist. 
Die Versuche werden namlich mit ,,auBeren‘‘ Lésungen verschiedener 
Konzentration ausgefiihrt, so daB im Inneren der Kieme Lésungen 
verschiedener Konzentration entstehen. Obwohl die samtlichen 
_,inneren‘‘ Lésungen ziemlich verdiinnt sind, machen sich beim FlieBen 
durch die kapillaren Raume der Kieme und durch das kapillare Ausflub- 
rohr die Unterschiede in der Zahigkeit bemerkbar. Dieser stérende 
finfluB laBt sich vermeiden, wenn man gleich hinter der Vorrats- 
flasche F ein sehr feines Kapillarrohr K einschaltet, so daB die Ge- 
schwindigkeit der Wasserbewegung im ganzen System durch dieses 
Kapillarrohr bedingt ist. 

Versuchsteil. 

Die in dem theoretischen Teile dieser Arbeit erwahnten Vergiftungs- 
gleichungen und Gesetzmafigkeiten wurden an Oxalsaiurepenetration 
durch die Cellophanmembran gepriift. Die Dimensionen der fiir die 
Versuche verwendeten kiinstlichen Kieme sind auf der Abb. 1 in mm 
angegeben. Als Kiemenmembran diente ein von der Firma ,, Kalle u. Co 
A.-G., Wiesbaden-Biebrich* bestellter, nahtloser ,,Cellophan-Dialysier- 
schlauch‘‘ von dem Kaliber 22 mm. Zur Untersuchung der Permea- 
bilitaét dieser Membran wurde Oxalsiure pro analysi Merck verwendet. 
Die Bestimmung der durch die Kiemenmembran durchdringenden 
Oxalsiure erfolgte titrimetrisch mittels Kaliumpermanganat in der 
schwefelsdurehaltigen Lésung. 

Die Vorbereitungen sowie der Gang eines Versuchs kénnen folgender - 
weise schematisiert werden: 

Zunachst wird die kiinstliche Kieme in der am Anfange dieser Mitteilung 
beschriebenen Weise angefertigt und mit dem an demselben Stativ be- 
festigten Vorwarmer V, sowie mit der Vorratsflasche F’ verbunden, wobei 
alle genannten Teile der Apparatur mit dem destillierten Wasser gefiillt 
werden, so daB keine Luftblasen in Kautschukschlauchen, Glaskapillaren, 
Vorwarmer und kiinstlicher Kieme bleiben. Dann taucht man die Kieme 
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in den mit destilliertem Wasser gefiillten Glaszylinder Z hinein, wo sie auf- 
bewahrt wird, -- Einmal hergestellt und in der erwihnten Weise aufbewahrt, 
kann die kiinstliche Kieme langere Zeit zur Ausfiihrung der Versuche dienen 

Vor dem Versuche werden in den Becher B 2400 cem der Oxalsaure 
l6sung von annéhernd der gewiinschten Konzentration hineingegossen und 
auf die Versuchstemperatur (20,0° + 0,1° C) unter standigem und tiichtigem 
Riihren (Motor R) gebracht. — Inzwischen fiillt man den Scheidetrichte: 
der Vorratsflasche F mit destilliertem Wasser, bringt den Wasserspiege| 
in dieser Flasche auf die nétige Héhe (i. u. V.' 4 = 35,7 em; Abb. 2) und 
1aB8t den Wasserstrom durch die Kieme flieBen. — Dann gibt man in eine 
Reihe von Erlenmeyer-Kolben je 3,00 cem einer etwa n/10 Kaliumper 
manganatlosung (i.u. V. 1,00cem Kaliumpermanganatlésung entsprach 
0,004 335 g Oxalsiure). — Nachdem sich in der Apparatur die gewiinschte 
Temperatur eingestellt hat, wird ein kleiner MeBzylinder unter das AusfluB- 
rohr der Kieme gestellt und die Zeit in Sekunden ermittelt (Stoppuhr!), 
welche zum AusflieBen von 10,0 cem Wasser notwendig ist (i. u. V. war die 
mittlere Geschwindigkeit des Wasserstromes etwa 10,0 cem in 93,0 Sek.. 
d.h. 387cem pro Stunde). — Jetzt 148t man die verdiinnte Kalium 
permanganatlésung (1,00 cem entsprach i. u. V. etwa 0,000 2025 g Oxalsaure) 
aus der Flasche f in einem gleichmaéBigen Strom flieBen, bestimmt deren 
Geschwindigkeit in der eben beschriebenen Weise (i. u. V.: 2,5c¢em in 
94,0 Sekunden, d.h. etwa 96ccm pro Stunde), gibt in eines der vor- 
bereiteten Gefibe G 30 bis 50 cem wiasseriger Schwefelséiure (300 ccm 
Schwefelsiure d = 1,84 und 600 cem Wasser)? hinzu und fiihrt rasch die 
kiinstliche Kieme aus dem Zylinder Z in den Becher B iiber. Die Stunde 
und die Minute der Uberfiihrung sind genau zu merken, da sie den Beginn 
des Versuchs darstellen. 

Sobald die Kieme in die Oxalséurelésung eingetaucht wird, lést man 
die Stoppuhr und beginnt sogleich das aus der Kieme tropfende Wasser 
sowie die aus der Flasche f tropfende Kaliumpermanganatlésung in dem 
GefaBe G aufzufangen. Bis das Kaliumpermanganat in dem GefaBe G ent 
farbt wird, hat man genug Zeit, um aus dem Becher B 50,0 cem der Oxal- 
sdurelésung zu entnehmen — die Menge, welche zur genauen Bestimmung 
der Oxalséiurekonzentration benutzt wird. Es ist namlich nicht ratsam, die 
Konzentration der Oxalsaure in der Versuchslésung vor dem Einfiihren dei 
Kieme genau zu bestimmen, weil die Kieme na in den Becher B iibergefiihrt 
wird. In dem Augenblick, wo der Endpunkt der Titration, die Entfarbung 
des Kaliumpermanganats, erreicht ist, halt man, ohne den Versuch zu 
unterbrechen, die Stoppuhr an und notiert die Dauer der Titration t,, 
welche hier die in der Vergiftungsgleichung (3, 21) enthaltene ,,Vergiftungs- 
zeit‘* +t darstellt. 

Jetzt gibt man in einen anderen vorbereiteten, 3,00 ccm Kalium- 
permanganat enthaltenden Kolben G die nétige Menge wisseriger Schwefel- 
sdure, stellt ihn unter die AusfluBrohre der Kieme und der Flasche f und er- 
mittelt von neuem die ,,Vergiftungszeit‘‘ tp, welche diesmal das tin der Ver 
giftungsgleichung (2, 15) darstellt. Auch hier mu8 man die Zeit des Beginns 
der Titration feststellen. Nachdem diese Titration einige Male wiederholt 
wurde, ermittelt man von neuem die Geschwindigkeit, mit welcher die ver- 
diinnte Kaliumpermanganatlésung aus der Flasche f flieBt. 


1 i, u. V. bedeutet: in unseren Versuchen. — ? Die Schwefelséure ('/,) 
wird dem Kaliumpermanganat unmittelbar vor der Titration zugegeben 
und die Menge der zugesetzten Schwefelséure ist um so gréBer, je ver- 
diinnter die ,,auBere“‘ Oxalsaéurelésung ist. 
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SchlieBlich wird der Hahn der Flasche f geschlossen und der Beginn 
und die Dauer der Titration ohne Zusatz der verdiinnten, aus der Flasche / 
kommenden Kaliumpermanganatlésung bestimmt. Diese Titrationsdauer ¢ 
entspricht dem in der Formel (8) vorhandenen ¢. Dann werden wieder 
50,0cem Oxalsdurelésung zur Bestimmung der Endkonzentration dem 
Becher B entnommen, wobei die Stunde und die Minute des Entnehmens 
zu merken sind, weil sie den Zeitpunkt des Endes des Versuchs darstellen. 

Jetzt bleibt noch die Geschwindigkeit des durch die Kieme flieBenden 
Wasserstromes nochmals zu ermitteln, die Kieme vorsichtig in den Zylinder Z 
zu iiberfiihren und die Menge der im Becher B verbliebenen Oxalséure- 
lésung zu messen. Solange die Kieme unbeschadigt ist, werden im Becher B 
praktisch 2992 bis 2998 ccm Oxalséurelésung wiedergefunden. 

Nun kann man zur Bestimmung der Oxalséurekonzentration in den 
dem Becher B entnommenen Proben schreiten. Zu diesem Zwecke verfahrt 
man genau wie bei der Bestimmung der ,,Vergiftungszeit‘', d.h. man 
titriert in Gegenwart von wisseriger Schwefelsiure eine gewisse Menge 
Kaliumpermanganatlésung mit der Oxalséurelésung, wobei die Entfairbung 
des Permanganats als Endpunkt der Titration dient!. Inzwischen la8t man 
durch die Kieme langere Zeit destilliertes Wasser flieBen und wechselt drei- 
bis viermal destilliertes Wasser in dem Zylinder Z, um somit die Kieme von 
der Oxalsdiure vollkommen zu befreien und fiir den nichsten Versuch vor- 
zubereiten. 


Tabelle I stellt als Beispiel das Protokoll des Versuchs 63 dar. 


Tabelle I. 
Versuch Nr. 63 vom 5. Marz 1941. 
Annihernde Konzentration der Oxalsiure in der Versuchslésung: n/5. 





Vor dem Versuch Nach dem Versuch 
Finzel- Mittel- Finzel- Mitte}. Mittel 
bestimmungen wert bestimmungen wert 


AusfluBzeit von 10,0 ccm |) 
Wasser aus der Kieme | | 93,6 93,7 93,8 93,7 93,0 93,6 93,3. 93,3 93,5 
in Sekunden 


AusfluBzeit von 2,5 ecm | 

K MnO, aus der Flasche f 92,3 95,7 95,4) 94,5 | 94,0 96,5 95,3) 95.3 | 94,9 
in Sekunden | 

Titration der Versuchs- 

lésung. 3,00 com K MnO, 1,530 1,540 


| 1,560 1,560 
(0,01301 g Oxalsaure) ver- | 1,540 


1,537 1,560 


1,560 


brauchen cem Versuchs- 
l6sung 


! Die Versuche zeigten, da die Titration bis zur Entfarbung des 
Kaliumpermanganats mittels Oxalsiure in schwefelsiurehaltiger Lésung 
etwas weniger Kaliumpermanganat erfordert als die entsprechende Titration 
der Oxalsiure mittels Kaliumpermanganat bis zur schwachrosa Farbung. 
In unseren Versuchen spielt dieser Unterschied keine Rolle, da die Be- 
stimmung der Vergiftungszeit, die Bestimmung der Oxalsiurekonzentration 
in den Versuchslésungen und die Titerstellung des Kaliumpermanganats 
mittels der genauen n/10 Oxalséure stets in derselben Weise durchgefiihrt 
werden. 
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Tabelle I (Fortsetzung). 


Reagenzien in den TitrationsgefaiBen G. 





Reagens Menge 
1. KMnQ,, 1,00 ccm 0,004335 g Oxalsiure ...............44. 3.00 com 
2, H,SO,4, 300 ccm H,SO, (d = 1,84) + 600 ccm Wasser .... 30 ccm 
3. KMn0O, in der Flasche /: 1,00 ccm entspricht annahernd 
RN OM ORNS 554 OSs. Cine acu ehinahe.a * CG a wo ons stiindiger Zusatz 


Oxalsiure in der Versuchslésung (Becher B) und Dauer des Versuchs. 





Zeit des Versuchs 





VON VOOM iso hs SACRED ake Deeds 2400 ccm 

Zur Analyse {| am Anfang, um 16511’ ......... 50,0 ,, Anfang: 165 10’ 

entnommen |am Ende, um 17502’ ........... 50,0 ,, Ende: 17202’ 

DRS CON VIII: on ovo ob es asic ueeaeee 2292 =, Dauer: 3120” 
Titration : I II Ill IV V Vi Vil 


Temperatur { am Anfang 20,00° 20,909 20,05° 20,00° 20,00 20,00° 20,00° 

00 \am Ende . 20,00° ; 20,009 20,00° 20,00° 20,009 19,959 20,00° 

Beginn der Titration ... 16" 10’ 162 19’ 16523’ 16h 28’ 16534’ 16) 40’ 164 46’ 
Zeitpunkt der Titration 
seit dem Beginn des 


i ee are 0 9’ 13’ 18’ 24’ 30' 36 
Die ,,Art** der Vergiftungs- 
BONN URES. oe a v4 TR TR TR Up t t 


Dauer der Titration in 
Bekunden | 60-0000 391 | 207 207 208 208 | 196 | 19 


mi 


In dieser Weise haben wir eine Reihe von Versuchen mit Oxal- 
siurelésungen von verschiedenen Konzentrationen (n/5 bis n/40) aus- 
gefiihrt und die Ergebnisse in der Tabelle II wiedergegeben. 

Aus der Tabelle IT ist zu ersehen, daB sich die Geschwindigkeit des 
durch die Kieme flieBenden Wassers von Versuch zu Versuch ein 
wenig andert. Die Dauer der ,,Vergiftungszeit*‘ hingt aber von dieser 
Geschwindigkeit ab. Deshalb haben wir alle beobachteten ,,Ver- 
giftungszeiten’’ tT4, Tp und ¢ auf die mittlere AusfluBzeit von 92,63 Se- 
kunden unter der Annahme umgerechnet, da die Konzentration der 
..inneren*, in der Kieme sich bi’denden Lésung durch die kleinen 
Anderungen der AusfluBgeschwindigkeit nicht merklich beeinfluBt wird, 
so daB zwischen der ,,Vergiftungszeit‘’ und der ,,AusfluBzeit** eine 
einfache Proportionalitét besteht. Somit wurden die in Tabelle IT vor- 
handenen umgerechneten und vergleichbaren Vergiftungszeiten er- 
halten (Spalten 11, 15 und 19). 

Dann mu8 man noch in Betracht ziehen, daB die Endkonzentration 
der Oxalsiure in der Versuchslésung (Becher B) etwas schwacher als 
die Anfangskonzentration ist, so da8 die Bestimmung von T,, Tz und ¢ 





=~ —— 


—r ~ he 
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ineinem und demselben 
Versuch nicht bei der- 
selben Oxalsiiurekonzen- 
tration erfolgt (Ta- 
belle Il). Nehmen wir 
aber an, da} diese klei- 
nen Konzentrationsan- 
derungen der Zeit pro- 
portional sind, so kénnen 
die entsprechenden Oxal- 

siurekonzentrationen 
der ,,auBeren‘: Lésung 
berechnet werden, falls 
wir die Dauer des Ver- 
suchs (Tabelle IL, Spalte 
22), die Anfangs- und 
die Endkonzentration 
der Oxalsiure (Ta- 
belle IL, Spalten 7 und 8) 
und den , ,mittleren Zeit- 
punkt der 1-Bestim- 
mung" (Tabelle IT, 
Spalten 12, 16 und 20) 
kennen. Wenn z. B. 
die Bestimmung von Tz 
(Tabelle I, LL. Titration) 
9 Minuten (540 Sekun- 
den) nach dem Beginn 
des Versuchs erfolgt und 
207 Sekunden = dauert, 
dann ist der ,,mittlere 
Zeitpunkt dieser 7 p- Be- 
stimmung* : 


Coy a lad 


af 
540 + — 644 Sekun- 


den. Wahrend des Ver- 
suchs, 3120 Sekunden, 
ist die Oxalsaiurekonzen- 
tration um 8,465 — 8,340 

- 0,125 g/Liter schwa- 
cher als die Anfangs- 
konzentration gewor- 
den. Nach 644 Sekun- 


- 20,0 + 0,19 C. 


Temperatur: 


Tf. 


Tabelle 


a al 
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92,63 


Mittelwert : 
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den vom Beginn des Versuchs an gerechnet, ist sie also nur um 


644 + 0,125 . 7 , 
0,026 g/Liter schwacher. Daraus folgt,'daB die Konzen- 


3120 
tration der Oxalsiure in der ,,auBeren‘* Lésung bei der 1,-Bestim 
mung gleich 8,465 0.026 8.439 g /Liter ist. In dieser Weise 


wurden fiir alle r-Bestimmungen die entsprechenden ,,auBeren‘* Oxal 
siurekonzentrationen berechnet (Tabelle IL. Spalten 13, 17 und 21). 

Die kleinen Anderungen in der Geschwindgkeit, mit welcher dic 
verdiinnte Kaliumpermanganatlésung aus der F'asche / flieBt (Tabelle II 
Spalte 6), iiben auf die Ergebnisse der Versuche keinen besonderen 
EinfluB aus, so daf wir sie unberiicksichtigt gelassen haben. 

Jetzt kann man die Anwendbarkeit der Vergiftungsgleichun 
gen (3,21) und (2,15), sowie der Formel (8) auf die Ergebnisse der 
Versuche priifen. 

Zu diesem Zwecke werden die in vitro experimentell ermittelten 
Beziehungen zwischen der ,,Giftkonzentration’’ (Oxalsiurekonzentra - 
tion) ¢ der Lésung und den ,,Vergiftungszeiten‘ (Titrationsdauer) 7, 
tT, und ¢ der Tabelle IL entnommen, die in Sekunden angegebenen 
Vergiftungszeiten in Minuten verwandelt (Tabellen III, VI und IX 
und die Konstanten der Vergiftungsgleichungen unter der Anwendung 
der Methode der kleinsten Quadrate berechnet!. Sind die ,,plausibelsten’: 
Werte dieser Konstanten einmal ermittelt, dann kann man fiir alle 
verwendeten .,Giftkonzentrationen‘‘ die entsprechenden ,,Vergiftungs 
zeiten’’ berechnen und mit den experimentell gefundenen Werten 
vergleichen; dieser Vergleich ]4Bt nun entscheiden, ob die Vergiftungs 
gleichungen mit den Ergebnissen der Versuche im Einklang stehen. 
Durch die obige Anwendung der <Ausgleichsrechnung gelangen wit 
ferner zur Kenntnis der mittleren Fehler der Beobachtungen eines 
Versuchs und der Genauigkeitsgrenzen, innerhalb derer die ,,wahren‘’ 
Werte der Vergiftungskonstanten liegen, woraus man die Giite der 
Beobachtungen (Versuche) beurteilen kann, sowie zur Kenntnis der 
nach dem Ausgleichen iibriggebliebenen Fehler, welche auf die Zu 
filligkeit ihrer Verteilung (Kriterium von Abbe, Probe der Vorzeichen 
summe u.a.) gepriift, Auskiinfte tiber das Vorhandensein eventueller 
systematischer Fehler geben. 


Priifjung der Vergiftungsgleichung (3, 21): (¢c — eo) (t — %]) = K. 
Die Ergebnisse der Versuche sind in Tabelle III wiedergegeben 
(vgl. Tabelle II, Spalten 13 und 11). Drei dieser Versuche geniigen 


1 Uber die Anwendung der Methode der kleinsten Quadrate zur Be- 
rechnung der Vergiftungskonstanten, vgl. Eugen Macovski, diese Zeitschr. 
310, 313, 1942. 
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um die Naherungswerte der Konstanten cy und Tabelle ILI. 
T) zu ermitteln. Wollen wir z. B. dazu die Er- 
gebnisse des ersten, vierten und sechsten Ver- Ye"! oyiter Min 


suchs verwenden, so erhalt man mit Hilfe der : 
8,46 6.45 


Beziehungen (24) und (25): ¢% 0.74 und 2 611 7.98 
To +. 3,91, welche in G'eichung (3,21) ein- 3 4,20 9,63 
wr ; ‘a lle . . ores ’ ies 4 3,15 12,05 
gefiihrt, im Falle der drei erwihnten Ver- 5 216 | 18.38 
suche fiir K fo'gende Einzelwerte: 19 609, 6 148 30,48 
19,617 und 19,662, d.h. im Mittel 19,63. er- ( Lbs 46,17 


geben. 


P Cy Cg (Be T,) C1 C4 (T, T,) C4 Ce (Te T;) (24) 
0 , : - 
Cy (T; — T,) — Cg (T;. — Ty) + Cg (Ty — 7) 


a Ty Te (Cy — Cg) — Ty Ty (Cy — Cg) — Ty To (Cy — Cy) (25) 
"me . 25 
C1 (T. ~ T4) C4 (Ts. T) + Cg (T, T1) 


Die erste Berechnung der ,,Verbesserungen™ 4 ¢», 6 tT) und 6 K und 


der Summe der Fehlerquad: ate |v v] fiihrt zu den Werten: 6 ¢o 0.08. 
dT, — 0,29, dK + 2.23 und [ve] + 0,34. Die zweite Be- 
rechnung ergibt: 6 ¢, 002, dT 0,17, dK - O89 und 
ve + 0,51. Erst nach der dritten Berechnung, welche dc, = + 0,008, 
dT, O10, dK 0.48 und [rv] + 0,357 liefert, kann man 
den Ausg'eich unterbrechen. Werden niémlich die verbesserten Werte 
der Vergiftungskonstanten cy + 0,648, T) + 3.55und K | 22 27 


in G'eichung (26) eingefiihrt, so erhalten wir die iibrigbleibenden 
Fehler v, (Tabelle LV), deren Quadrate die Summe 0,353 ergeben, 


welche mit dem durch den Ausgleich erhaltenen [v#|]-Wert (0,357) 
praktisch tibereinstimmt. 





K 
vj z SG ees (26) 
_.” (Sa Co 
Der mittlere Fehler einer G!leichung ist Tabelle IV. 
[vr] , 
ed ° rn Versucl v; 
“ = | 0.2987. Da alle in der Ta- pad 
: n—m “ 
. : 1 — 0,047 
belle IV vorhandenen v;-Werte kleiner als 2 y 9 0351 
+. 0.5974 sind, folgt, daB in unseren Versuchen 3 L 0,192 
abnorm groBe Fehler nicht vorkommen. 4 + ane 
2) U 
Die Feh'erverteilung scheint zufallig zu sein, 6 0,161 
7 0,045 


weil die Vorzeichensumme gleich 1 ist, d. h. 
[vv] + 0,353 


nnerhalb der Grenzen \ 7 26 fallt, und 
iat 2 [vv] on 
weil nach dem Kriterium von Abbe: 2 1.075 innerhalb 
ea ody 1 
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: e.. 
der mittleren Fehlergrenze 1 1 + 0,38 liegt. Man kann also 
7 


nicht auf das Vorhandensein systematischer Fehler schlieBen. 

Es bleiben noch die Genauigkeitsgrenzen der nach dem Ausgleich 
erhaltenen Vergiftungskonstanten zu berechnen. Dazu werden die bei 
dem Ausgleich fiir 6 ¢9, 6 tT) und 6 K gewonnenen ,,Gewichte™ p, = 28,53, 


~ ar gt lu 
1.245 bzw. 0,135 herangezogen und die mittleren Fehler nach pv, 
Px 
ermittelt. Wir erhalten somit: 
Cy + 0,648 — 0,056; T + 3,55 + 0,27; K = + 22,27 + 0,81. 


Setzen wir nun die Werte der Vergiftungskonstanten in die Glei- 


chung (27) ein [eine andere Form der Vergiftungsgleichung (3, 21)], 
Se ‘ 
: 1 + % (27) 

C— Cy 


so kénnen wir fiir alle verwendeten Oxalsiurekonzentrationen die ent- 
sprechenden ,,Vergiftungszeiten‘* rechnerisch ermitteln (Tabelle V). 
Es genitigt, die berechneten t-Werte mit den experimentell gefundenen 


Tabelle V. 











T t T T 
Versuch “ Minuten Minuten Versuch 2 Minuten Minuten 
g/ Liter gefunden berechnet g/Liter gefunden berechnet 
1 8,46 6,45 6,53 5 2,16 18,38 18,62 
2 6,11 7,98 7,82 6 1,48 30,48 30,00 
3 4,20 9,63 10,05 7 EAT 46,17 47,26 
4 3,15 12,05 12,72 
50 “T 7 ; 
Min, | | zu vergleichen, um zu ersehen, daB 
| | die Vergiftungsgleichung (3, 21) 
iad | aa | mit den Ergebnissen der Versuche 
| iibereinsti t. Dasselbe tritt be- 
lo = 061840056 5/1 | ibereinstimmt a 7 
30} +t = 355 £027 Min—| sonders deutlich in der graphi- 
t K =2227 t 081 | schen Darstellung (Abb. 3) hervor, 
Tt | wo die theoretischen, nach Glei- 
20} 1 ” 


chung(27) berechneten Anderungen 
| der t-Werte in Abhangigkeit von 
wl \ | | der Oxalsiurekonzentration der 
| Lésung durch die Kurve wieder- 
gegeben sind, wahrend die kleinen 
Yee 6 6 g g/t Kreise die experimentell beob- 
oh tt achteten c-t-Werte darstellen. 
Kiinstliche Kieme (Cellophanmembran). 


lo 


i ee eS nee | 
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Die Analogie obiger in vitro ausgefiihrter ,,Vergiftungsversuche* 
mit den Vergiftungsversuchen in vivo geht aus dem Vergleich der 
Abb. 3 mit der Abb. 4 deutlich hervor. Die Abb. 4 stellt namlich ein 
Beispiel fiir die Anwendbarkeit 





100 -~ = 
der Vergiftungsgleichung (3, 21) iz 
in vivo dar, und zwar im Falle | 
der Vergiftung von ,,Gastero 90) 5 eer 
steus aculeatus*’ mit Propion- | Bree 


A ; m ; Cay = 43,10 *Mal 
siure!, Man sieht, daB der Tod 60\- + w= 36Min 


der Versuchstiere (ein post- K = 03564 
kritisches Vergiftungssymptom) | 

in Abhangigkeit von der Kon- | 
zentration der undissoziierten | | | 
Propionsaure nach demselben Pie 
Gesetz auftritt wie die ,,Entfar- 
bung des Kaliumpermanganats** 
(ein kiinstliches Vergiftungs- 


| 


——$$__— 


! —_— 
| 


Ss a on’ Mae Pe, j 
Cy 20 00 : 600-800 «10 *Mol/\ 
, P Ss Abb. 4. 

der Konzent ration der ( xalsdure. Lebende Kieme (Gasterosteus aculeatus 


lw 

a 

symptom) in Abhangigkeit von 
Priifung der Vergiftungsgleichung (2, 15): (¢ — ¢9)T K, 


Zur Berechnung der Naherungswerte von cy und K nach den 
Formeln (28) und (29) 





P C5 Ts Co Te (28) Tabelle VI. 

0 t To - 

K T2 Ts (C2 C5) (29) bs g'Liter Minuten 

t; — To 
wurden die Ergebnisse des zweiten und des 8,44 3,42 
fiinften Versuchs verwendet (Tabelle VI: vegl. - 6,08 4,78 
Tabelle IT, Spalten 17 und 15), wobei fiir diese 3 1,19 6,60 
Vergiftungskonstanten folgende Werte erhalten 4 3,14 9,03 
wurden: 4 + O17 und K +- 28,27. 5 2,14 14,82 
Die Verbesserungen 6¢ ), 6K und die Summe 6 147 26,88 
der Fehlerquadrate |v v] konnten erst nach fiinf- q 1.12 13.60 
maligem Wiederholen der Ausgleichsrechnung 
ermittelt werden. Die betreffenden Werte sind: 0 co + O71, 0,12, 
0,12, 0.05 und 0.007: dK 8.40, + 0,24. 2,32, + 0,93 

und -+-0,08; [vv] = 2,15, 2,10, 1,15, 1,22 und schlieBlich 1,22. Die 
verbesserten Werte von Co 0,583 und K . 23.44 stellen somit 


die plausibelsten Werte des Vergiftungskonstanten dar. 


1 Eugen Macovski u. Eufrosine Macovski (nach den Versuchen von 
F. Gueylard u. M. Duval), Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 189, 140, 1938. 
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Die iibrigbleibenden Fehler v; wurden nach (30) ermittelt (Ta 
belle VIL); die Summe ihrer Quadrate (1,24) stimmt mit dem durch 
den Ausgleich erhaltenen [vv] = 1,22 praktisch iiberein. 
K 
v; Si: (30) 
C; — Cy 


Tabelle VII. Abnorm groBe Fehler kommen nicht vor, da 


0.4939 





der mittlere Fehler einer Gleichung 


Versuch vj , ; : 1 r 
ist, und keiner der in der Tabelle VIT vorhandenen 
l — Fehler v; den Wert von 2 u 0,9878 iiber 
2 0,516 : ; 
3 0 102 schreitet. 
4 0,137 Auf das Vorhandensein systematischer Fehler 
are ist kaum zu schlieBen, weil die Fehlerverteilung 
) st . Ve ° . ° 
- t 0.050 eine zufallige zu sein scheint. — In der Tat ist 
ad ‘ die Vorzeichensumme gleich — 1, d.h. daB sie inner 
[2 v] = 1,24 + 
halb der Grenzen ) 7 2,6 liegt, und nach dem 
eee 2 [vv] 
Kriterium von Abbe: ; 1,08 innerhalb der mittleren 
> 


(¥; — % +1)° 


l 
V7 


Die Genauigkeit der nach dem Ausgleich erhaltenen Vergiftungs- 


Fehlergrenze | 1 + 0,38 fallt. 


konstanten wurde nach 1, ermittelt, wo p, fiir d¢9 gleich 755 


Vp, 
und fiir 6 K gleich 5,27 ist. Man bekommt: cy L 0.583 +- 0.018 und 
K | 23,44 + 0,22. 
Jetzt werden diese Zahlen in Gleichung (31) 
K 
t= (31) 
C— Cy 


{eine andere Form der Vergiftungsgleichung (2, 15)]| eingesetzt und fiu 
jede bei den Versuchen verwendete Oxalsiurekonzentration die ent 
sprechende ,, Vergiftungszeit‘‘ berechnet (Tabelle VIII). Die berechneten 
t-Werte stimmen mit den experimentell gefundenen gut iiberein (vgl 
auch graphische Darstellung Abb. 5); dies bedeutet, dafS die Ver 
giftungsgleichung (2,15) mit den Ergebnissen unserer Versuche im 
Kinklang steht. 
Tabelle VIII. 











tT T T tT 
Versuch r Minuten Minuten Versuch sf Minuten Minuten 
g) Liter gefunden berechnet g/ Liter gefunden berechnet 
1 8,44 3,42 2,98 5 2,14 14,32 15,05 
2 6,08 4,78 4,26 6 1,47 26,88 26,43 
3 4,19 6,60 6,50 7 1,12 43,60 43,65 
4 3,14 9,03 9,17 
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Wollen wir nun Abb. 5 mit Abb. 6 vergleichen, welche den Verlauf 
der Vergiftung von ,,Atherina hepsetus“ in strychninhaltigen Lésungen 
darstellt!, so ist die Analogie zwischen den in vitro und in vivo zur 
Priifung der Vergiftungsglei- 





- m . 50, 
chung (2, 15) ausgefiihrten Ver- yp! | ‘| 
; : | 
suchen leicht zu ersehen. Die 
| Oxalsaure 


quenz (ein zur Bestimmung der 
Vergiftungszeit herangezogenes 
Vergiftungssymptom)trittnim- 4 
lich bei ,,Atherina hepsetus‘ 


ly = 9.583 * 0078 G/N 


Verminderung der Atemfre- 40 
| 
| +h = 4234420 22+ 
| 














, pra es 1S 
in Strychninlésungen von ver- 20 
schiedener Konzentration nach | | 
demselben Gesetz auf, wie die | 
re ee 01 
,Entfarbung des Kaliumper- | | 7. 
. | k 
manganats‘*, welche bei unseren Se. ee 
. a es . 1 Se! ee | wie 
mit Oxalsiure und kiinstlicher Og @ ce 7 Dal 
Kieme ausgefiihrten Versuchen Princ 
. i oe. . , ID. 
als eine Art kiinstlichen Ver. Kiinstliche Kieme (Cellophanmembran). 
giftungssymptoms diente. 
50-— " 
Donat? ’ ) M, | | | 
Priifung der Formel (8): “| 
ct = &. oe 
' 40+ + 4 ‘ j 
Die Ergebnisse der Ver- te Strychninnitrat 
suche, welche zur Priifung der we Co = 98,0047 g/l | 
) » } : + ( = 2 
Formel (8) herangezogen wur- 7 K = 02207 ~~ 
| 
| { 
Tabelle IX. ea aa 
a— 
t | | 
Vomach g Liter Minuten | 
10 | 
1 8,39 3,23 
2 6,03 4,25 | | 
3 | 417 | 5,68 BB, | 
4 3,13 7,47 0 Gy 100 20000 300 D—(ti« AT“ 
5 | 2,12 10,47 pees ’ 
6 1,45 15,73 Abb. 6. 
7 1,09 21,22 Lebende Kieme (Atherina hepsetus). 


den, sind in Tabelle IX (vgl. Tabelle II, Spalten 21 und 19) wieder- 


gegeben. Nehmen wir zur Berechnung des Naherungswertes der 
Konstanten K den Versuch 4, so ergibt sich nach(32): K |. 22.3811 
r 9 
x = 0, f,. (32) 


! Bugen Macovski u. Eufrosine Macovski, Arch. f. exper. Path, u. Pharm. 
189, 286, 1938. 
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Durch den Ausgleich erhalt man 6 K 0,355 und [vv] = 0,62 
so daB der .,wahrscheinlichste‘‘ Wert von K gleich + 23,026 ist. Dir 
iibrigbleibenden Fehler v,; nach (33), 

K 
R= — —5, (33 
- 


berechnet (Tabelle X), ergeben fiir die Summe der Fehlerquadrat: 
denselben Wert (0,6276) wie die Ausgleichsrechnung (0,628); dies 
bedeutet, daB in diesem Falle ein einziger Ausgleich geniigt, um den 





plausibelsten Wert von K zu ergeben. — De 

Tabelle X. mittlere Fehler einer Gleichung w ist + 0,3235 

Abnorm groBe Fehler kommen nicht vor, da 

binsconnet vé alle in der Tabelle X vorhandenen v,-Werte kleiner 
1 — 0.4855  als2u . 0,648 sind. 

: 6.4114 Ein stérender systematischer EinfluB 1abi 
3 0,1582 . 

0.1134 sich aber bei diesen Versuchen spiiren, weil die 

5 +0,5913  Fehlerverteilung anscheinend nicht eine rein zu 

° aS reo fillige ist. Dies folgt aus der Tatsache, daB die 

[vv] = 0,6276 Vorzeichensumme gleich — 3 ist, also auBerhalb 

der Grenzen )7 = -- 2,6 liegt, und auch nach 

wis 2 [vv] re 
dem Kriterium von Abbe: , 2.809 die mittlere Fehler 
i. 
grenze | + —— = 1 + 0,38 tiberschreitet. Bei der Wiederholung der 


‘ 
Versuche ist dieser systematische Einflu8B verschwunden, so daB er fiir 
die Deutung der Versuchsergebnisse unwichtig ist. 
Die Genauigkeit «,, mit welcher der plausibelste Wert der Kon- 
stanten K bestimmt wurde, ist mit der Genauigkeit, welche in den vor- 
stehenden Fillen erreicht war, vollkommen vergleichbar. Da hier p, 


u 
den Wert 1,741 hat, so folgt nach mw, ==, daB K = + 23,026 
\ Px 
0,245 ist. - 
Werden jetzt die t-Werte fiir alle verwendeten Oxalsiurekonzentra- 
tionen nach Formel (34) 


‘i. = (34) 


[eine andere Form der Gleichung (8)]| berechnet, so stimmen sie mit den 
experimentell gefundenen ¢-Werten befriedigend iiberein (Tabelle XI. 
Abb. 7). — Dies bedeutet, da&B man Formel (8) auf die Ergebnisse 
unserer Versuche anwenden kann. 
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Tabelle XI. 











t t t t 
Versuch . Minuten Minuten Versuch ; Minuten Minuten 
g/Liter gefunden berechnet g/ Liter gefunden berechnet 
1 8,39 3,23 2,74 5 2,12 10,47 10,86 
2 6,03 4,23 3,82 6 1,45 15,73 15,88 
3 4,17 5,68 5,52 7 1,09 21,22 2113 
4 3,13 7,47 7,36 
y 25, ‘ 
Priifung der t-t-Bezichungen - | 
(17) und (23): | 
zs 20 + 
K gt Oxalsaure 
T “ 
K, — Cyt K = + 23026 20245 
und 4 oa | 
K,t 7? 
T , * Ba. , ae 
K 1 Cot 10 
Die Tatsache, daB die For- NX 


mel (8), ct = K, mit den Er- 5 
gebnissen unserer Versuche im 
Kinklang steht, ist ein Beweis 
dafiir, dafBS Oxalsiure die Cello- 0 é $ 6 8 10 
et a . ate 

phanmembran der kiinstlichen 

Kieme nach dem _ Diffusions- 

gesetz von Fick durchdringt. Aber auch die Anwendbarkeit der Ver- 
giftungsgleichungen (3,21) und (2,15) auf die betreffenden Versuchs 





Abb. 7. Kiinstliche Kieme (Cellophanmembran) 


ergebnisse hat dieselbe physikalisch-chemische Deutung. Dies haben 
wir zunachst theoretisch begriindet: wir zeigten, daB die erwahnten 
Vergiftungsgleichungen nichts anderes als eine besondere Ausdrucks- 
weise des Diffusionsgesetzes von Fick sind, deren Form nur durch die 
Besonderheiten der ,,Zeitbestimmung*: bedingt ist. 
dies durch Versuche gestiitzt, und zwar ist uns gelungen, die Giiltigkeit 
der Vergiftungsgleichungen (2, 15) und (3, 21) an einem und demselben. 
nach dem Diffusionsgesetz von Fick (Formel 8) erfolgenden Penetrations 


Dann haben wir 


vorgang zu beweisen. Jetzt wollen wir ein weiteres Argument dazu 
anfiihren, namlich durch die Priifung der Giiltigkeit der Beziehungen (17) 
und (23). 

Zu diesem Zwecke ziehen wir die in der Tabelle XL vorhandenen 
experimentell gefundenen ¢t-Werte, sowie die folgenden Werte der 


entsprechenden Konstanten heran: cy = + 0,583 und Ky, — + 23,44 
im Falle der Beziehung (17) [vgl. die ,,Priifung der Vergiftungsgleichung 


(2, 15)‘*] bzw. co = + 0,648, tT) = + 3,55 und K, = + 22,27 im Falle 
der Beziehung (23) {vgl. die ,,Priifung der Vergiftungsgleichung (3, 21)**| 
und schlieBlich K, 23,026 [vgl. die ,,Priifung der Formel (8)**]. 
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Dann werden nach (35) und (36) (siehe die Formeln 17 und 23) di: 
Werte von ty, und ty auf Grund der experimentell ermittelten ¢-Wert: 
23,44 t 

T, = ee anal 35 
B * 93,026 — 0,583 t 
22,27¢ 
= —— +. 3.55 36) 
23,026 — 0,648¢ an 
(vgl. Tabelle XI) berechnet und mit den experimentell gefundenen 
Tg- und t4-Werten (Tabellen VI bzw. III) verglichen (Tabelle X11). 
Die Ubereinstimmung zeigt, daB die Beziehungen (17) und (23) richtig 
sind und daB unsere Vergiftungsgleichungen in der Tat eine besonder 
Form des Diffusionsgesetzes darstellen. 


Tabelle XII. 





t 'p TB 4 TA 

Versuch Minuten Minuten Minuten Minuten Minuten 

gefunden beobachtet nach (35) beobachtet nach (36) 

(Tabelle XI) | (Tabelle VI) berechnet (Tabelle IIL) berechnet 
1 3,23 3,42 3,58 6,45 6,99 
2 4,23 4,78 4,82 7,98 8,19 
3 5,68 6,60 ° | 6,75 9,63 10,09 
4 7,47 9,03 | 9,38 12,05 12,70 
5 10,47 1432 | 1450 |= 18,88 17,91 
6 15,73 26,88 | 26,61 30,48 | 30,85 
7 21,22 43,60 | 46,68 46,17 54,50 


Zusammenfassung. 


Ks ist gelungen, an der Oxalsaurepenetration durch die Cellophan 
membran der kiinstlichen Kieme die Giiltigkeit der Vergiftungsgleichun- 
gen (¢ — ¢o) tT = K und (ec — ¢) (t — tT) = K, sowie des Diffusions- 
gesetzes von Fick gleichzeitig an einem und demselben Penetrations- 
vorgang zu beweisen. Dadurch wurden die theoretisch aufgedeckten 
Beziehungen zwischen den obigen Vergiftungsgleichungen und dem 
Diffusionsgesetz von Fick experimentell bestatigt und zur besseren 
Begriindung jener SchluBfolgerungen verwendet, welche aus den Ver 
giftungsversuchen ,,in vivo" in bezug auf die Permeabilitat lebender 
Membranen zu ziehen sind. Die Bedingungen dieser ,,in vitro‘ aus- 
gefiihrten ,,Vergiftungsversuche‘ stimmen in groBen Ziigen mit den 
Bedingungen der Vergiftungsversuche in vivo tiberein und ergeben die 
Méglichkeit, die Wirkung jener Faktoren zu erkennen und experimente!! 
zu verfolgen, welche die Penetrationsvorginge durch die lebenden 
Membranen bestimmen. 
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Zur Bestimmung von Vitamin ¢, 
II?. Mitteilung®*: 


Unbrauchbarkeit der Vitamin (-Bestimmung mit Methylenblau 
bei Gegenwart von Gerbstoff und Gallussiure. 


Von 
Theodor Sabalitsehka und Annemarie Priem. 


(Aus dem Pharmazeutisch-Chemischen Institut der Militérarztlichen 
Akademie, Berlin.) 


(Eingegangen am 24, September 1941.) 


Da das von £. Martini und A. Bonsignore (1) angegebene ver- 
schiedentlich etwas abgeianderte Verfahren zur Bestimmung der 
Ascorbinsaure durch ihr Entfairbungsvermégen gegeniiber Methylenblau 
meist geringere Ascorbinsiurewerte gibt als die Bestimmung der 
Ascorbinsiure mittels ihres Entfarbungsvermégens gegeniiber Dichlor- 
phenolindophenol nach J. Tillmanns (2), gilt das erstere Verfahren 
haufig als das spezifischere. Die damit erhaltenen geringeren Ascorbin- 
sdurewerte kénnen aber durch Stérungen des Verfahrens veranlaBt und 
daher falsch sein. 

So fanden E. Gabbe (3), F. Widenbauer und H. Salm (4) und L. Armen- 
tano (5) im menschlichen Harn und K. Merkel (6) in verdiinnten Fichten- 
nadelextrakten und Fichtennadelaufgiissen Stoffe, welche die Bestimmung 
der Ascorbinsiure mit Methylenblau hemmen, ferner stellten EF. Kirk und 
E. Warburg (7) und L. Armentano (5) eine Stérung dieser Bestimmung 
durch Ferri- und Cupriionen fest. Wir fanden Hemmungen bei der Be- 
stimmung des Vitamin C-Gehalts in Trockengemiise (8), wobei wir die 
Bestimmung nach K. Wachholder und H.H. Podesta (9) bzw. K. Wach- 
holder (10) ausfiithrten. Wasserigen Ausziigen von Trockengemiisen zugesetzte 
synthetische Ascorbinsiure wurde darin mit Methylenblau nur teilweise 
oder iiberhaupt nicht mehr gefunden, sowohl direkt wie nach Reduktion 
mit Schwefelwasserstoff. Mit Dichlorphenolindophenol fand man aber die 
Ascorbinsaure wieder, Da wasserige Ausziige frischer Gemiise diese Stérung 
des Methylenblauverfahrens nicht zeigten, mu die Ursache der Stérung 
waihrend des Trocknens des Gemiises entstehen. Ihre Entstehung beim 
Trocknen ist eingehender untersucht (11), ohne dai die Substanz selbst, 
welche die St6érung bewirkt, ermittelt werden konnte. Als Urheber der 
St6érung nahmen wir Substanzen an, welche die Ascorbinséure oder wahr- 
scheinlicher das Methylenblau derart beeinflussen, dafi die Umsetzung 
zwischen Ascorbinséure und Farbstoff, die sonst unter den gewahliten 
Versuchsbedingungen normalerweise rasch verlaéuft, behindert ist. Die 


* II. Mitteilung: Vitamine und Hormone (im Druck). 
Biochemische Zeitschrift Band 310. 19 
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Jedenken von A. Fujita und T. Ebihara (12) und H. W. Bergmann (13) 
gegen das Methylenblauverfahren sind daher berechtigt. 

T. Thunberg (14) wollte das von ihm beobachtete Verlangsamen de: 
Entfarbung von Methylenblau durch Dehydrasen bei Gegenwart von 
Tannin auf eine hemmende Wirkung des Tannins gegeniiber Dehydrasen 
zuricktiihren. W. Seitz (15) konnte aber zeigen, daB Tannin nicht die 
Dehydrasen hemmt, sondern das Methylenblau als Akzeptor der Dehy 
drierung ausschaltet. Dieselbe Hemmung der Entfarbung von Methylenblau 
durch Tannin beobachtete er auch bei anderen reduzierenden Stoffen, so 
bei Cystein und Ascorbinsaure. Bei Gallussdiure fand 7. Thunberg dagegen 
keine Hemmung der Methylenblauentfarbung durch Dehydrasen. 

Da diese Beobachtungen Stérungen der Ascorbinsaéurebestimmuneg 
mit dem Methylenblauverfahren nahelegten, priiften wir den Einflul 
von Tannin, Gallussiure und wasserigen Ausziigen verschiedenet 
Gerbstoff enthaltender Drogen auf jene Bestimmung. 

Gallussiure und Gerbstoff hemmten die Entfarbung des Methylen 
blaus durch Ascorbinséiure bei ihrer Bestimmung nach AK. Wachholde, 
und H.H. Podesta bzw. K.Wachholder, und zwar Gerbstoff noch 
starker als Gallussiure. In einer Lésung von 1,5 mg°, Ascorbinsaéure 
waren bei Zusatz von 0,1°, Gallussiure oder Gerbstoff nur noch 58 
bzw. 48, bei Zusatz von 1°) Gallussiure oder Gerbstoff nur noch 38 
bzw. 16°, der vorhandenen Ascorbinséure auffindbar. Noch starker 
war die Hemmung der Bestimmung in kalt bereiteten wasserigen Aus 
ziigen von Mate und schwarzem chinesischem Tee. Sowohl ohne Zusatz 
wie auch nach Zusatz von 1 mg®,, Ascorbinséure war Vitamin C direkt 
und auch nach vorheriger Reduktion mit Methylenblau nicht nach 
weisbar, wobei die Ausziige mit 4,4°/, Sulfosalicylsiure und 0,1°, Glu- 
tathion versetzt waren. In durch kurzes Kochen erhaltenen mit den 
gleichen Schutzstoffen versetzten wasserigen Ausziigen von unge- 
réstetem Kaffee, Mate, Eichenrinde und Eicheln, fanden wir mit 
Methylenblau ohne Zusatz ebenfalls kein Vitamin C, nach Zusatz von 
1 mg®,, Ascorbinsdure nur beim Kaffee noch 60°, und bei den anderen 
Drogen nur nech 0 bis 10°, der zugesetzten Ascorbinsaure. 


Versuche. 

Die Bestimmungen des direkt reduzierenden und des Gesamt- 
vitamins C mit Methylenblau fiihrten wir nach K. Wachholder und 
H.H. Podesta (9) aus, wobei wir aber nach dem spiteren Vorschlag 
von K. Wachholder (10) die als Lésungsmittel der Ascorbinséure_ be- 
nutzte 44° ige Sulfosalicylsaurelésung zum besseren Oxydationsschutz 
fiir das Vitamin noch mit 0,1°/ Glutathion versetzten bzw. den wasseri- 
gen Extrakten beide Substanzen in gleicher Konzentration zugaben. 
Vor der Bestimmung des Gesamtvitamins reduzierten wir die Dehydro- 
ascorbinséure durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in die zu unter- 
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suchende Fliissigkeit und trieben den Schwefelwasserstoff mit Stickstoff 


wieder aus. 


Stérung der Vitamin C-Bestimmung durch Galiussdure und Gerbstoff. 

In Mischungen verschiedener Volumina einer Lésung ven 1,5 mg® 
synthetischer Ascorbinsiure (Redoxon der Chemischen Fabrik F. Hoff 
mann-La Roche u. Co., Berlin), 44°, Sulfosalicylsiure und 0,1° 
Glutathion in bidest. Wasser und einer ebenso bereiteten aber noch 
mit 2°, Gallussiure bzw. Gerbsaure des Handels versetzten Lésung 
wurde der Gehalt an direkt reduzierendem Vitamin © bestimmt. Der 
bei den verschiedenen Gehalten der Mischungen an Gallussdure bzw 
Gerbstoff gefundene Anteil der zugesetzten Ascorbinséure ist in Ta- 
belle I angegeben. 


Tabelle I. 





2 Gallussiure Gerbsiiure ; Gallussiiure Gerbsaure 
Bei Zusatz - . Bei Zusatz 
von gefundener Anteil von gefundener Anteil 
der vorhandenen Ascorbinsiiure der vorhandenen Ascorbinsdure 
0,00 % 100 %, 100% 0,50 50% 16 % 
0,01 %, 16% 96% 1,00 % 38 % 16% 
0,10 % 58 &% 48 





Storungen der Vitamin C- Bestimmung 
durch Gerbstoff enthaltendes P/lanzenmaterial. 


5g¢ Mate baw. 2 g schwarzen chinesischen Tee zerrieben und extra 
hierten wir bei Zimmertemperatur zweimal mit je 90 cem einer Lésung 
von 4,4°, Sulfosalicylsiure und 0,1°,, Glutathion in bidest. Wasser, 
erganzten die erhaltenen Extrakte mit der gleichen Lésung auf 200 cem 
und fiihrten in beiden Ausziigen direkt und nach Reduktion die Be- 
stimmung des Vitamins C mit Methylenblau aus. So wurde kein Vita- 
min © gefunden, auch nach Zusatz von | mg®,, Ascorbinsaiure zeigten 
die Ausziige weder direkt noch nach Reduktion ein Entfarbungs- 
vermégen gegeniiber Methylenblaulésung. 

Zu den weiteren Versuchen dienten ungerdésteter Kaffee, Mate, 
Cortex Quercus concisus und Glandes Quercus excorticatae. Kin 
Gemisch von 2g gepulvertem Material mit je 150 cem dest. Wasser 
wurde 10 Minuten in leichtem Sieden gehalten, dann mit 8.8 g¢ Sulfo- 
salicvlsiure und 0,2 g¢ Glutathion versetzt, zentrifugiert und das Zentri- 
fugat mit Wasser auf 200 ccm erginzt. In den so erhaltenen Drogen 
ausziigen bestimmten wir sowohl ohne Zusatz wie nach Zusatz von 
| mg°{, synthetischer Ascorbinsiure direkt und nach Reduktion den 
Gehalt an Vitamin C. Ohne Zusatz von Ascorbinsiure fanden wir in 
keinem der Ausziige weder direkt noch nach Reduktion Vitamin C 


19* 
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Die nach Zusatz von Ascorbinsiure noch gefundenen Anteile zugesetzter 
Ascorbinsaéure zeigt Tabelle IT. 


Tabelle II. 





Gefundener Anteil des zugesetzten Vitamins C 
Auszug von 


direkt red. Vitamin Gesamtred. Vitamin 


ungeréstetem Kaffee ............... 60 % 60% 
Me Poh vate iea et. VAG Rb 10% 10% 
Cortex Querous conc... ....56...660% 0% 0% 
Gland. Quercus excort.............. 0% 8% 


Zusammenfassung. 


7 


Die urspriinglich von EF. Martini und A. Bonsignore angegebene, 
wiederholt abgeanderte Bestimmung von Vitamin C mit Methylenblau 
wird durch Gallussiure und Gerbstoff, welche die Entfirbung des 
Methylenblaus durch Ascorbinséure behindern, gestért und ist daher 
auf Gerbstoff enthaltendes Pflanzenmaterial nicht anwendbar. 
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Synthetische Leistungen des Keimlings. 
I. Mitteilung: 


Die Bildung von Ascorbinsiure und der Carotinoide 
in etiolierten Weizenkeimlingen. 
Von 
H. K. Barrenscheen, Johannes Pany und Erika Srb. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 24, September 1941.) 


Das Studium der synthetischen Leistungen der lebenden Zelle 
findet kaum ein dankbareres Objekt als pflanzliche Keimlinge. Werden 
diese unter AusschluB von Licht und ohne jegliche Nahrlésung geziichtet, 
so sind es nur die im Samen praformierten Reservestoffe, welche durch 
ihre Umsetzungen das Material fiir den Aufbau liefern, und es léBt sich 
hoffen, Anhaltspunkte fiir intermediére Aufbauvorgiinge und Zu- 
sammenhiange zu finden, die an der normal ernahrten, assimilierenden 
Pflanze oder gar am tierischen Organismus durch Nahrstoffaufnahme 
und -umsetzung tiberdeckt und verschleiert werden. 

In der vorliegenden Mitteilung wurde als Vorarbeit fiir weitere 
Untersuchungen zunichst das quantitative Verhalten der Ascorbinsaure 
und der Carotinoide in etiolierten Weizenkeimlingen untersucht. 


I. Methodik. 


Zur Untersuchung kamen drei Sorten Weizen (,,Austro‘’, ,Ritzel- 
hofer“ und ,,Dickkopf*'), die uns in liebenswiirdiger Weise von Herrn 
Doz. FE. Mayr von der Staatsanstalt fiir Pflanzenbau und Samen- 
priifung tiberlassen wurden. 


Zur Bestimmung des Gehalts der ruhenden Samen wurden diese in 
einer Handmiihle fein vermahlen und anschlieBend noch in der Reibschale 
zu einem feinen Pulver verrieben. Zur Keimung wurden die Kérner zwecks 
Sterilisierung fiir kurze Zeit in 0,1 °,iger Sublimatlésung gewaschen, das 
Sublimat mit destilliertem, ausgekochtem Wasser ausgewaschen (bis zur 
Cl’-Freiheit des Waschwassers) und die Korner iiber Nacht in ausgekochtem, 
destilliertem Wasser quellengelassen. Die Aussaat erfolgte in Petri-Schalen, 
in den ersten Versuchen auf mehreren, mit destilliertem Wasser befeuchteten 
Lagen Filtrierpapier (Schleicher u. Schill, Nr. 596), in den weiteren Ver- 
suchen auf ausgegliihtem, mit sterilem Wasser befeuchtetem Quarzsand 
(Merck, p.a.). Die Temperatur des Brutschrankes betrug 25° (— 0,5°), die 
Keimlinge wurden taglich mit ausgekochtem destilliertem Wasser gegossen. 
Zu den einzelnen Bestimmungen wurden jeweils méglichst glewh ent 
wickelte Pflanzchen ausgesucht, die Bestimmungen erfolgten meist nur in 
den abgetrennten Keimlingen, zum Teil wurden Keimlinge und Samenhiille 
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und Wurzeln getrennt verarbeitet. Die Berechnung erfolgte anfangs aut 
eine bestimmte Zahl von Pflainzchen bzw. auf Feuchtgewicht, spater aus 
schlieBlich auf das Gramm Trockensubstanz, da derart gleichmaBiger 
Resultate erzielt wurden. Die Bestimmung der Ascorbinsiure wurde nach 
der kolorimetrischen Methode von Fujita und Ebihara (1) durchgefiihrt, 
und zwar wurden, mit Ausnahme der ruhenden Samen, Ascorbinsiure und 
Gesamtascorbinsdure getrennt bestimmt. (Ascorbinsiure und Dehydro 
ascorbinsaure). Die Ablesungen erfolgten im Zeissschen Stufenphotometer 
unter Zugrundelegung einer mittels reiner Ascorbinséure erhaltenen Eich 
kurve. Die Bestimmung der Carotinoide wurde nach der von Kuhn und 
Brockmann (2) angegebenen Methode  gleichfalls im Stufenphotomete: 
durchgefiihrt. 

In den Versuchen, welche den EintluB der Belichtung auf die Carotin 
bildung zum Gegenstand hatten, wurden 7 Tage alte Keimlinge, um gleich 
maBige Belichtung zu haben, im Dunkelzimmer mit einer 2000-Wattlampe 
im Abstand von 60cm bestrahlit. Zur Ausschaltung der Warmestrahlung 
wurde zwischen Liechtquelle und Keimlinge eine Schale mit flieBendem 
Wasser dazwischengeschaltet. Die Abtrennung des Chlorophylls in diesen 
Versuchen erfolgte nach der Methodik von Winterstein und Stein (3). Die 
Chlorophyllbestimmung erfolgte im Stufenphotometer nach einer an durch 
Chromatographie gereinigter Chlorophyllésung gewonnenen Eichkurve. 


Il. Die Bildung von Ascorbinsiure im etiolierten Weizenkeimling. 

Uber die Bildung der Ascorbinsiure bei normaler Keimung liegen 
eine Reihe von Untersuchungen vor, welche durchwegs eine Zunahme 
der Ascorbinsiure wahrend der Keimung finden. Aus neuerer Zeit 
seien hier die Arbeiten von Povolockaja (4), Rudra (5), Pfiitzer, Pfaff 
und Rot (6) erwahnt. Die alteren Arbeiten sind vielfach nicht stich- 
haltig, da in ihnen die Dehydroascorbinséure nicht beriicksichtigt wurde 
und die Werte daher zu niedrig angegeben sind. 

Zunichst wurde der Ascorbinsdéuregehalt des ruhenden Materials 
bestimmt. Mit Riicksicht auf die relativ niedrigen Werte wurde hier 
der Gesamtascorbinsauregehalt bestimmt. Wie nachstehende Tabelle I 
zeigt, ergibt die Methode bei gleichem Material einwandfrei iiberein- 
stimmende Werte. 


Tabelle I. Gesamtascorbinsauregehalt der Weizenkorner, 
berechnet in y/g trockenes Mehl. 





Gesamt- Gesamt- 
Sorte ascorbinsaure Sorte ascorbinsaure 
1/8 7/8 
PHOROOE KS «i 170 Ritzelhofer ........ 168 
be ririis gikate ete woh ' 159 doo ehh we 169 
rT. ORG dare 168 bik f= gaa he giigg 162 
Sixt & Srna bal a ope 163 re Rea ee 1C8 
70 ‘ - 
a pk aie nal sa 170 Mittelwert: 166,8 
sa Catia nia 176 
Mittelwert: 167,7 
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Im etiolierten Keimling nimmt die Ascorbinséure im Laufe der 
Keimung ungeheuer zu, und zwar findet sich die Hauptmenge der 
Ascorbinsaure im Keimling, wahrend Wurzel und Samenhiille wesentlich’ 
geringere Mengen erhalten. In einem Versuch mit der Sorte ,,Austro*’, 
in der abweichend von der spateren Berechnung der Ascorbinsaure- 
gehalt in 100 K6érnern bzw. 100 Pflanzen bestimmt wurde, ergaben 
sich folgende Werte fiir die Gesamtascorbinsaure : 


Mittelweort fiir 300. Borner ... 6 i.s6es cece see wee 343 » 
UPS POIURRO: FS oa ca seeeweeea c's 2452 
fiir 100 Wurzeln und Samenhiillen ...... 472 


Wahrend der Ascorbinsauregehalt in den Keimlingen eine Zunahme 
um rund das Siebenfache gegeniiber dem ruhenden Samen ergibt, zeigt 
sich in den Samenhiillen und Wurzeln eine Zunahme von rund nicht 
ganz 40°, 


Gegentiber den Anfangswerten im ruhenden Samen nimmt die Ascorbin- 


,. In der Folge wurden nur mehr die Keimlinge untersucht. 
siure in den Keimlingen um mehr als das Zehnfache des Ausgangs- 
wertes zu. Die iiberwiegende Menge liegt in Form der Dehydroascorbin- 
siure vor, wobei sich zwischen den einzelnen Weizensorten, wie Ta- 


belle IL zeigt, geringfiigige Unterschiede ergeben. 


Tabelle IT. Gesamtascorbinséiuregehalt und Gehalt anreduzierter 
Form von Ascorbinsiure der Keimlinge, berechnet in y/g 


trockenes Substrat. 








Reduzierte Reduzierte 
Gesaint- Redu- Form Gesamt- Redu- Form 
Sorte ascorbin- zierte % der Sorte ascorbin-  zierte °, der 
: siiure Form Gesamt- siiure Form Gesamt- 
ascorbin- ascortin- 
is yx saure V2 yz siiure 
Dickkopf 2340 1102 $7,1 Ritzelhofer 2 903 39,8 
io 2354 1023 43,5 ms 2252 893 39,7 
se 2398 957 41,6 sia 2254 879 39,0 
Fe 2373 1065 44,9 . 
9389 1010 493 Mittel- ; 
2s — = wert: 2258 891,7; 39,5 
Mittel- 
wert: 2370,8' 1039,4 43,9 





DaB das Verhaltnis der reduzierten Form der Ascorbinsaéure zur 
Dehydroascorbinséure verschicden sein kann, zeigt nachstehende 
vekiirzte Tabelle ITI, in der wieder der Gehalt fiir 100 Keimlinge als 
Basis der Berechnung dient. 


Beide Sorten unterscheiden sich iibrigens auch im Ausgangsgehalt 
an Ascorbinsiure. Auf je 100 Kérner berechnet ergab die Sorte ,.Dick- 
kopf einen Mittelwert von 541 y Ascorbinséure, wahrend der ent- 
sprechende Gehalt der Sorte , Austro’ mit 343 y festgestellt wurde. 
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Tabelle Il. Gesamtascorbinsauregehalt und Gehalt an redu 
zierter Form von Ascorbinsaure der Keimlinge, berechnet in y 
fiir 100 Keimlinge. 





Gesamtascorbin- Reduzierte Form in Redasierte Form 
Sorte siure in 100 Keimlingen % der Gesamt- 
100 Keimlingen ascorbinsiure 

Eee ane eee ip 2416 1176 48,7 
pak te! cr iui ee anh ao a ats 2320 1140 49,1 
fn ee RE 2612 1424 54,5 
ci i> Ape o's ¢ blown Oe ee 2596 1492 57,5 
NAT eek od x alg Sica bg CUE 2660 1512 56,8 
Ba sass dis whkith eataese'g-5 eal 2452 1424 58,1 
EE ee ee 2372 1384 58,3 
ae er eee ee 2400 1424 59,3 
Mittelwert : 2515,3 1443,3 57,4 


lil. Die Bildung der Carotinoide im etiolierten Keimling. 


Das Verhalten der Carotinoide bei der Keimung von Gersten 
mutanten ist seinerzeit von Huler und Hellstrém (7) untersucht worden 
Die Untersuchungen, die von ganz anderer Fragestellung ausgingen. 
ergaben bei unbelichteten Keimlingen ein langsames Ansteigen des 
Xanthophyllgehalts, wahrend der Carotingehalt praktisch Null war und 
erst bei Belichtung anstieg. 

In einer Reihe von Versuchen wurde zunachst der Carotinoidgehalt 
der ruhenden Samen bestimmt. Die Resultate zeigen eine relativ 
giinstige Ubereinstimmung der einzelnen Untersuchungen. 


Tabelle IV. Carotingehalt der Weizenkérner, berechnet in y/g 
trockenes Substrat. 





; 7 A ; Gesamt- Verhaltnis 
Sorte Carctin Xanthophyll carotinoide Care a: See 

yig vig yig thophyll 
TRUBOINOIOE oes es 4,2 4,9 9,1 0,86 
CEE eee: 4,7 3,7 84 1,27 
UM Carper 3,6 4,2 7,8 0,86 
Mittelwert : 4,2 4,3 84 1,00 
I 6 oes ice ig 4,3 3,6 7,9 1,19 
a> deh grab y anal aces 4,1 3,9 8,0 1,05 
Ma: Miivae Wiesiakiotheate 4,4 3,8 8,2 1,16 
Mittelwert : 4,3 3,8 8,0 1,13 


Eine Wiederholung der Bestimmung nach 1 Jahr Lagerung ergab 
fiir die Sorte ,,Ritzelhofer“ etwas niedrigere Werte, die aber unter- 
einander einwandfrei stimmten. Das Verhialtnis Carotin : Xanthophy!! 
betragt fiir den ruhenden Samen nahezu 1. Untersucht man den Carotin- 
gehalt nach einer Keimungsdauer im Dunkel von 7 Tagen, so ergibt sich 
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fiir die Keimlinge eine ungeheure Zunahme der gesamten Carotinoide, 
die rund das 35- bis 40fache des im ruhenden Samen gefundenen Wertes 
betragt. 


Tabelle V. Carotinoidgehalt der Keimlinge, berechnet in y/g 
trockenes Substrat. 





, ‘ . : Gesamt- Verhiltnis 
Sorte Carotin Xanthophyll carotinoide Carotion : Xan 
vig yig yig thophyll 

Riteolhofer .......... 161 107 268 1,50 
bata et up ge etek OHH 166 10% 27: 1,55 

AVES = apie we 171 112 283 1,53 
Piet re 175 101 276 1,73 

Sevchn) fare aor ees Se 164 101 265 1,62 

oT teS ie rr ee 160 110 270 1,45 
Mittelwert: 166 106 273 1,56 


Da unsere Werte auf 1g Trockensubstanz berechnet sind, lassen 
sie sich mit den Hulerschen Werten, die die Zahl der Keimlinge der 
Berechnung zugrunde legen, nicht vergleichen. Gegeniiber dem ruhenden 
Samen nimmt bei der Keimung der Carotingehalt gegeniiber dem 
Xanthophyll wesentlich mehr zu, so daB der Quotient Carotin : Xantho- 
phyll Werte von tiber 1,7, im Mittel 1,56, erreichen kann. Diese Zunahme 
des Carotins gegeniiber dem Xanthophyll wird jedoch erst im weiteren 
Fortschreiten der Keimung deutlich. Bis zum 5. und 6. Tag der Keimung 
bleibt das Verhaltnis annahernd gleich dem im ruhenden Samen, also 
gleich 1. Erst vom 6. Tage an setzt die erhebliche Zunahme des Carotins 
ein, wahrend die Xanthophy!lwerte annahernd konstant bleiben. 


Tabelle VI. Carotinoidgehalt wihrend der Keimung, berechnet 
in y/g trockenes Substrat. 





Sorte “a Carotin Xanthophy!ll Pic 0 ( oa. 
in Tagen yig vig y/g thophyll 
Ritzelhofer ...... 6 104 95 199 1,09 
a ee ‘ 143 105 248 1,36 
aD eaers ge 4 +S 8 159 107 266 1,49 
page ane 9 171 109 280 1,57 
Bik wie he whee 10 183 112 295 1.63 
Ritzelhofer ...... 5 93 95 188 0.98 
Be rere aes 6 142 105 247 15 
om 2 ite a aes ait 9 169 107 276 1.58 
Wee re 10 178 112 290) 1,59 


Insofern stehen unsere Befunde im Widerspruch zu den Angaben 
von Euler und Hellstrém, nach denen Carotin in den etiolierten Pflanzen 
nicht in meBbaren Mengen vorkommt. Diese Differenz ist vielleicht 
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auf das verschiedene Material — bei Euler und Hellstrom Gerstenkeimlinge 
in unserem Falle Weizenkeimlinge zuriickzufiihren, es kénnte aber 
auch die verschiedene Technik eine Rolle spielen. Euler und Hellstréim 
arbeiteten nach der Methodik von Wiéllstdtter und Stoll (8). 

Nach Kuler und Hellstrém soll die Carotinbildung ebenso wie di: 
Chlorophyllbildung in der Pflanze, zum Teil wenigstens, eine Licht 
reaktion sein. Nach Kulers Auffassung spricht manches dafiir, dal 
beide Farbstoffe zueinander in einer Beziehung stehen. Wir haben in 
einer Reihe von Versuchen den EinfluB kurzfristiger Belichtung auf die 
Carotinbi'dung untersucht und dabei gleichzeitig das Chlorophy!! 
bestimmt. Es wurden durchgehend 7 Tage alte Keimlinge untersucht. 
Ubereinstimmend ergab sich, daB in den Dunkelpflanzen nicht die 
geringste Spur Chlorophyll nachweisbar war. Nach 5 Stunden Be 
lichtung laiBt sich eine sehr erhebliche Chlorophyllbi'dung nachweisen 
die nach weiteren 2 Stunden um mehr als das Doppelte des Fiinfstunden 
wertes ansteigt. Parallel mit. der Bildung des Chlorophylls geht ein 
weiterer Anstieg des Carotins, der bis zu 22°, des Ausgangswertes 
betragen kann. Die Xanthophy!!fraktion andert sich praktisch nicht. 
Insofern bestatigen hier unsere Versuche die Angaben von Kuler und 
Hellstrém auch fiir Weizenkeimlinge. 


Tabelle VII. Carotinoid- und Chlorophyllgehalt 7 Tager alter 
Keimlinge bei Belichtung, berechnet in vig trockenes Substrat. 





Dauer der : : Carotin- , : : 

Sorte Belichtung neces zunahme >@0thophyll Chlorophyll 
in Std. y2 in % yig y/z 
Ritzelhofer ...... 0 138 100 0 
Bee As gee 5 151 9,4 101 142 
5 eee 7 167 21,0 104 338 
Ritzelhofer ...... 0 166 111 0 
Aree 5 176 6,0 111 178 
re ain edit 7 194 16,9 110 ote 
Ritzelhofer ...... 0 157 115 0 
Pear 5 175 11,5 114 161 
ed eset 7 189 20,4 118 341 
Ritzelhofer ...... 0 148 107 0 
eae rn 5 167 12,8 106 148 
BT a lain eg 7 181 22,3 110 337 


Zusammenfassung. 

1. Der Ascorbinsiuregehalt verschiedener Sorten von Weizen- 
kérnern betragt im Mittel rund 16 y/g Trockengewicht, Bei der 
Keimung nimmt der Ascorbinsauregehalt betrachtlich zu und betragt 
in den Keimlingen aliein weit iiber das Zehnfache des Ausgangswertes. 
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Zwischen einzelnen Weizensorten ergeben sich insofern Unterschiede. 
als in der einen Sorte die reduzierte Form der Ascorbinsaure iiberwiegt, 
wahrend in zwei anderen Sorten die Dehydroform vorherrscht. 

2. Der Carotingehalt verschiedener Sorten Weizen betrigt, nach 
der Methode von Kuhn und Brockmann bestimmt, durchschnittlich 
8—8,4 y/g Trockengewicht. Das Verhaltnis Carotin: Xanthophyll 
im ruhenden Samen liegt um 1. 

3. Bei der Keimung im Dunkel nehmen die Carotinoide betrachtlich 
zu und erreichen Mittelwerte von 273 y/g trockene Keimlinge. Das 
Verhaltnis Carotin: Xanthophyll verschiebt sich dabei zugunsten des 
Carotins auf im Mittel 1,5. 

4. Kurzdauernde Belichtung bewirkt Anstieg der Carotinoide, der 
ausschlieBlich auf Kosten des Carotins erfolgt. Der Anstieg des Carotins 
geht mit der Bildung des Chlorophyl!!s parallel, das innerhalb von 
7 Stunden bei 7 Tage alten Keimlingen von Null auf rund 350 y/¢ 
Trockengewicht der Keimlinge ansteigt 
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Uber die Fluoridhemmung der Phosphatase 
mit saurem ps-Optimum. 
Von 
Waldemar Kutscher und Helmut Wiist. 


(Aus der chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat 
Heidelberg.) 


(Eingegangen am 23. September 1941.) 


In einer Untersuchung von Cl, Knoevenagel! wurde die Beobachtung 
gemacht, daB bei Verwendung verschiedener Substrate sehr groke 
Unterschiede in der Hemmbarkeit der ,,sauren‘’ Phosphatase durch 
Fluorid auftreten. Wahrend die Hydrolyse des am haufigsten verwen- 
deten Substrats §-Glycerophosphat erwartungsgemaB stark gehemmt 
wird, blieb die Fluoridhemmung bei Pheny’phosphat entweder ganz 
aus oder war nur so schwach, da die gemessenen Werte meist innerhalb 
der methodischen Fehlergrenzen lagen. Bei sehr reinen Ferment 
praparaten waren diese Unterschiede wesentlich deutlicher als z. B. im 
Organbrei, und zwar infolge einer bedeutenden Verstarkung der Hem 
mung der Glycerophosphathydrolyse: Bei der hochgercinigten Prostata 
phosphatase wurde die Spaltung des Glycerophosphats vollstandig 
die des Pheny’phosphats dagegen nur mit weniger als 10°, durch 
m/50 Fluorid gehemmt. AuBerdem wurden Unterschiede in der Fluorid- 
hemmung der Phosphatase des Skelettmuskels verschiedener Tier- 
arten beobachtet. So waren z. B. bei der menschlichen Muskulatur 
die Unterschiede in der Hemmbarkeit sehr geringfiigig und die Hem 
mung selbst nur sehr schwach, bei der Rindermuskulatur dagegen an 
nahernd so stark wie bei der Prostataphosphatase. Offenbar iiben die 
begleitenden EiweiBkérper oder andere Beimengungen einen grofen 
EinfluB auf die Hemmung der Phosphatase durch Fluorid aus. 

Um die oben dargelegten Unterschiede in der Fluoridhemmbarkeit 
zu erkliren, kann man entweder annehmen, dab verschiedene substrat- 
spezifische isodyname Phosphatasen existieren, von denen die eine 
fluoridhemmbar und die andere unempfindlich gegen Fluorid sein soll: 
oder man halt an der Kinheitlichkeit der Phosphatase fest und mu dann 


die Erklirung dieses eigenartigen Befundes in Verschiedenheiten der 


Substrate suchen. 


Der letzten Annahme wurde in der Arbeit von C/. Knoevenagel der 
Vorzug gegeben und fiir die Einheitlichkeit der Phosphatase einige 


1 Cl. Knoevenagel, diese Zeitschr. 305, 337, 1940. 
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experimentelle Befunde beigebracht. Eine Erklarung der obener- 
wahnten Beobachtung konnte aber nicht gegeben werden. Es schien 
uns wichtig, die Erscheinung der Fluoridhemmbarkeit einer sorg- 
faltigen Untersuchung zu unterziehen, ui méglichst eine befriedigende 
Erklarung fiir die substrat bedingten Unterschiede zu finden. 

Als Ferment diente ein Praparat der Prostataphosphatase mit dem 
Fermentwert von 33 mg P/mg Tg.*, welches gegeniiber den sonst 
allgemein verwendeten Phosphatasepraparaten als hochgereinigt zu be- 
zeichnen ist. Organbrei oder Phosphatasepriparate anderer Herkunft 
zu verwenden, schien uns unzweckmaBig, da es fiir unsere Fragestellung 
wiinschenswert war, beziiglich des Ferments méglichst klare und ein- 
fache Versuchsbedingungen zu haben und damit stérende Neben- 
wirkungen der in den tierischen Geweben enthaltenen Eiwei8kérper und 
sonstigen inaktiven Begleitstoffe weitgehend auszuschlieBen. Vergleichs- 
weise enthalt unser Phosphatasepriparat etwa zehnmal weniger Begleit- 
stoffe als die tiblichen rohen Fermentpraparate, so daB man wohl 
annehmen kann, daB die noch vorhandenen Verunreinigungen praktisch 
ohne Einflu8 auf die Untersuchungsergebnisse bleiben. 

Das Substrat Pheny!phosphat unterscheidet sich vom Substrat 
Glycerophosphat vor allem durch zwei Tatsachen: erstens wird bei 
seiner Hydrolyse auBer Phosphorsdiure Phenol frei und zweitens kommt 
es als K-Salz zur Anwendung, wahrend $-Glycerophosphat ein Na-Salz 
ist. DaB das Auftreten von Phenol als Spaltprodukt die Unterschiede 
in der Hemmbarkeit durch Fluorid nicht erklaren kann, wurde schon 
von Cl. Knoevenagel gezeigt. Nun mute noch das Verhalten der beiden 
Alkalisalze der Pheny!phosphorsaure untersucht werden, da bekanntlich 
K- und Na-Ionen sich in tierischen Geweben biologisch verschiedenartig 


Tabelle I. 
Die Zahlenwerte bedeuten abgespaltene mg P, umgerechnet auf 1 ccm 
unverdiinnter Prostataphosphatase. Fiir den Versuch A wurde das Ferment- 
praparat im Verhaltnis 1: 50, fiir den Versuch B im Verhaltnis 1: 100 
verdiinnt. 





A Hemmung B Hemmung 
verso in % oo in % 
m/50 NaF m50 NaF 
MRR 6 ks 318 286 10 281 241 14,2 
Na-Salz....... 353 311 11,9 346 290 16,2 


* Fiir die einzelnen Fermentversuche muBte unser Phosphatase- 
priparat wegen seiner hohen Aktivitat im Verhaltnis 1:50 verdiinnt 
werden. Die gefundenen Werte werden unter Beriicksichtigung der Ver- 
diinnung auf 1 ecm unverdiinntes Ferment umgerechnet oder es wird die 
im Fermentansatz absolut abgespaltene P-Menge berechnet, wie jeweils 
angegeben. 
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verhalten, wenn es auch von vornherein unwahrscheinlich war, daB dik 
Unterschiede in der Fluoridhemmbarkeit durch eines dieser Alkaliionen 
hedingt waren. Tabelle I gibt das Ergebnis unserer Versuche wieder 

Die Hemmung der Hydrolyse von K-Salz und Na-Salz ist er 
wartungsgemafs gleich groB, wobei die starker verdiinnte Ferment 
l6sung (unter unseren Versuchsbedingungen ist dies gleichbedeutend 
mit einer entsprechenden Abnahme der Fermentkonzentration im 
Versuch) etwas deutlicher gehemmt wird. Das gleiche Ferment praparat 
wurde bei der Verwendung von /}-Glycerophosphat durch m/50 Fluorid 
vollstiindig gehemmt. Auf Grund dieses Versuchs kann man jedenfalls 
sagen, daB auch die Hydrolyse des Phenylphosphats durch Fluorid 
eindeutig, wenn auch schwach, gehemmt wird. 

Nachdem die bisher besprochenen Erklarungsversuche sich als 
unzutreffend erwiesen hatten, gingen wir daran, die experimentellen 
Bedingungen der Fluoridhemmung zu untersuchen. Es wurde zuerst 
der EinfluB einer Erhéhung der Fluoridkonzentration gepriift und eine 
deutliche, wenn auch sehr geringe Verstarkung der Hemmung gefunden: 
bei einer etwa 3,5 mal gré6Beren Fluoridmenge betrug die Hemmung 
17.3 °, statt 11°, im Mittel der Werte der Tabelle I. 

Tabelle II. 
mg P abgespalten von 1 cem unverdiinnten Ferments (umgerechnet) au- 
Phenylphosphorsaure. 





~~ m/14 NaF Hemmung in °% 
eee 298 243 18,4 | 17.3 
A Pe re 353 296 ie ied 


Das Ergebnis dieses Versuchs lieB es aber angezeigt erscheinen, 
den Einflu8 einer Anderung der Substratkonzentration zu untersuchen 
Da wir aus methodischen Griinden mit einer relativ hohen Substrat 
konzentration (120 mg organisch gebundenem P im Ansatz) arbeiten 
muBte diese Anderung in einer Abnahme derselben bestehen. Die hoh« 
Substratkonzentration verwenden wir auf Grund unserer Erfahrunge: 
bei der Hydrolyse des 8-Glycerophosphats durch die Prostataphospha 
tase!, Hier war erst bei einer Substratkonzentration von 0,153 m 
(= 120 mg organ. geb. Pim Ansatz) ein Maximum des Umsatzes erreicht 
Da bei dieser Glycerophosphatmenge in einem bestimmten Bereich 
eine direkte Proportionalitaét zwischen Fermentmenge und Umsatz 
besteht, wurde diese Substratkonzentration als optimal fiir die Messung 
der enzymatischen Aktivitat gewahlt. 


1 W. Kutscher u. A. Wérner, Zeitschr. f. physiol. Chem, 239, 109, 1936 
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Mit diesen Versuchen verbanden wir die Priifung foleender weiterer 
Fragen. Wenn die Fluoridhemmung auf einer irreversiblen Inaktivierung 
oder einer sonstigen Zustandsinderung des Fermentproteins beruhte, 
so mute ein derartiger Vorgang eine deutliche zeitliche Abhangigkeit 
aufweisen. In der Tabélle ILL wird daher der Einflu®B der Zeit und der 
Konzentrationsabnahme des Substrats auf die Fiuoridhemmung gezeigt. 


Tabelle III. 


Alle Werte mg P/eem unverdiinntes Ferment (umgerechnet). 





m/50 NaF Hemmung in °%% 

Versuch I: Substratkonzentration 24mg organ. geb. P im Fermentansatz. 
i fs ok ce 142.3 100,3 26,4 } ane 

-“SaiZ > —— " SO. 
K-Salz 160. ...... 282,5 190,0 92,7; ~” 

Me er eye) ee 150.0 97.4 34,8 | . 
NB 297,0 216,0 97,2 | 310 

Versuch II: Substratkonzentration = 12 mg organ. geb. P, als K-NSalz. 
He PC eeseecavecds 126,0 77,8 38,2 } 12.8 
We Fig shia Welty geese 247,0 129,6 405. 5° 


Versuch III: Substratkonzentration = 6 mg organ. geb. P, als K-Salz. 
£ £ 


PRPS Sip ice eas Ub es 125,8 58,0 54) 
ar uence cte vanes 211,1 91,8 56,6 | 


55,3 

Die vorstehenden Versuche zeigen, daf der Faktor Zeit keinen 
EinfluB auf das Zustandekommen der Fluoridhemmung hat. Die 
veringen Unterschiede im Ausmaf der Hemmungen (die sich z. B. in 
den prozentischen Angaben widerspiegeln) miissen ais innerhalb der 
methodischen Fehlerbreite liegend betrachtet werden. Dies zeigt sich 
besonders deutlich im ersten Versuch der Tabelle Il, wo neben dem 
K-Salz der Pheny!phosphorséure auch das Na-Salz als Parallelversuch 
verwendet wurde. Die Mittelwerte aus der nach 30 Minuten und nach 
60 Minuten beobachteten Hemmung sind fiir beide Substrate véllig 
identisch. Die Hemmung tritt also praktisch sofort in voller Héhe in 
Erscheinung und tiberschreitet den fiir die jeweiligen experimentellen 
3edingungen charakteristischen Wert auch nach bedeutend langeren 
Versuchszeiten nicht mehr. Es handelt sich also um eine sehr schnell 
ablaufende Reaktion und es liegt nahe, an eine Lonenreaktion zu denken. 
Wir ziehen daraus den wichtigen SchluB, daB die Wirkung des Fluorids 
auf die saure Phosphatase in einer charakteristischen Ionenreaktion 
bestehen muB und nicht etwa in einer Inaktivierung des Ferment- 
proteins durch einen Vorgang ahnlich z. B. der an sich unspezifischen 
Wirkung anorganischer Salze auf Eiweif8, die zur Aufstellung der 
Hofmeisterschen Ionenreihe fiihrte. 
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EKinen entscheidenden Einflu8 hat dagegen die Menge des Substrats 
auf die GréSe der Fluoridhemmung. Mit abnehmender Substrat- 
konzentration wird die Hemmung immer starker und erreicht bei der 
niedrigsten verwendeten Phenylphosphorsdéurekonzentration schlieBlich 
den Wert von 55%. Wir untersuchten nun, wie sich bei den niedrigen 
Substratkonzentrationen eine Erhéhung der Fluoridmenge auswirkt, 
wobei wir fiir diesen Versuch aus methodischen Griinden die Substrat 
konzentration von 12 mg organ. geb. P wahlten, da bei dieser Kon. 
zentration die zeitliche Proportionalitét des enzymatischen Umsatzes 
noch gewahrt war. 

Tabelle IV. 
mg P abgespalten von 1 ccm unverdiinntem Ferment (umgerechnet); 
Substratkonzentration = 12 mg organ. geb. P. 





m/10 NaF Hemmung in % 
Es Soa eR sa &SS 183,2 36,2 73,0 | 74.5 
Re) aaa 259,0 62,2 —s 


Das Ergebnis dieses Versuchs entsprach unseren Erwartungen; die 
Hemmung hatte von 42,8°% im Vergleichswert der Tabelle LII auf 
74,5°%, zugenommen und kommt damit der Hemmung des /-Glycero- 
phosphats nahe. Es ist wohl anzunehmen, daB die Hemmung bei einet 
noch niedrigeren Substratkonzentration unter den obigen Bedingungen 
(m/10 NaF) den Wert von 100°, wie beim Glycerophosphat nahezu 
erreicht hatte. 

Wir fassen nun die Ergebnisse unserer Versuche zum Mechanismus 
der Fluoridhemmung in der folgenden Tabelle V zusammen, wobei nut 
die GréBe der Hemmung in Prozenten angegeben ist. 


Tabelle V. 


A. Abhangigkeit der Fluoridhemmung (m/50 NaF) von der Konzentration 
des Phenylphosphats. 





Substratkonzentration: 120 mg P 24mg P 12mg P 6mg P 
es Ose each seen 81,6 % 38,2 % 54,0 °, 
OR sey orcas ses 11% 30,0 %, 47,5 %, 56,6 

Mittel: 11% 308, % 42,8 % 55,3 


B. Abhangigkeit der Hemmung von der Fluoridkonzentration. 





Substratkonzentration: 120 mg P 12mg P 


Fluoridkonzentration: m/50 m/14 m/50 m/10 
11,0 % 17,3 % 42,8 %, 74,5 9 


Mit aller wiinschenswerten Deutlichkeit ergibt sich aus der obigen 
Zusammenstellung, daB die Wirkung des Fluorids auf die saure Phospha- 
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tase mit dem Substrat streng kompetitiv ist. Eine Erhéhung der Sub- 
stratkonzentration vermindert die Hemmung fast bis zu ihrer vélligen 
Aufhebung; umgekehrt fiihrt eine Zunahme des Fluorids zu einer Ver- 
stirkung der Hemmung. 

Auf Grund dieser Befunde halten wir uns fiir berechtigt, folgende 
Erklarung fiir die Fluoridhemmung der sauren Phosphatase zu geben: 
das Anion des Substrats und das Fluorion werden an die gleiche Stelle 
des Fermentmolekiils gebunden, wobei die Affinitaét der Phenylphosphor- 
siure zum Ferment etwas starker zu sein scheint als die des Fluorids. 
In jedem Falle stellt sich ein Gleichgewicht zwischen dem in Lésung 
befindlichen ionisierten Teil und dem an das Ferment gebundenen 
Anteil jedes einzelnen dieser Reaktionsteilnehmer ein. Eine Kon- 
zentrationserhéhung des Substrats bewirkt eine Abdrangung des ge- 
bundenen Fluoridanteils und damit eine Aufhebung der Hemmung und 
umgekehrt. Der Unterschied in der Fluoridhemmung bei den beiden 
Substraten Phenylphosphat und £-Glycerophosphat mu in Ver- 
schiedenheiten der Affinitat seine Ursache haben. Die Affinitat des 
letzteren zum Fermentmolekiil mu8 viel kleiner sein als die der Pheny!- 
phosphorséure. Infolgedessen verdrangt das Fluorion, dessen Affinitat 
zum Fermentmotekiil ahnlich der des Phenylphosphats ist, die /-Gly- 
cerinphosphorsiure vollstandig, und zwar selbst bei groBen Kon- 
zentrationsunterschieden zwischen beiden. Besonders deutlich wird 
dies, wenn wir diese Beziehungen in molaren Konzentrationen wieder- 
geben: so hemmt z. B. 0,02 molares Fluorid die saure Phosphatase bei 
yegenwart etwa der gleichen Konzentration von Phenylphosphat zu 
42.8%, bewirkt aber bei Gegenwart von siebenmal mehr Glycero- 
phosphat (= 0,153 m) eine 100°,ige Hemmung. Da zwischen diesen 
beiden Substraten tatsichlich ein bedeutender Unterschied in der 
Affinitét zum Fermentmolekiil bestehen mu, kénnen wir durch Ver- 
suche belegen. Die im nachfolgenden beschriebenen Versuche zeigen 
zunachst, daB zwischen Ferment- und Substratmolekiil sich ein Gleich- 
gewicht einstellt, welches durch die Bindung eines Teiles des Substrats 
an das Fermentmolekiil im Sinne der Michaelis- Mentenschen Theorie 
bedingt sein mu. 

Bei der Durchsicht der Spaltungswerte der Tabellen [11] und LV 
fallt nimlich auf, daB beim Phenylphosphat selbst bei einer Substrat- 
konzentration von 12 mg P im Ansatz (= 1/,9 der optimalen) noch eine 
vollstandige zeitliche Proportionalitat des fermentativen Umsatzes 
besteht; erst bei der noch niedrigeren Phenylphosphorsdurekonzentra- 
tration von 6mg P im Ansatz sinkt die Reaktionsgeschwindigkeit in 
der zweiten halben Stunde betrachtlich ab, wahrend sie in der ersten 
halben Stunde noch annahernd so groB ist wie bei den hohen Substrat - 
konzentrationen. Bei der Spaltung des 3-Glycerophosphats ist dagegen, 

Biochemische Zeitschrift Band 310, 20 
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wie in einer friiheren Arbeit (a.a.QO.2) gezeigt wurde, selbst bei der 
zehnmal héheren Substratkonzentration noch keine zeitliche Propor 
tionalitat zu beobachten. Wir vermuteten bisher, daB dieser Abfal! 
der Reaktionsgeschwindigkeit der fermentativen Hydrolyse auf einer 
fortschreitenden Schadigung des Enzyms oder auf einer zunehmenden 
Hemmung desselben durch die sich anhaufende Phosphorsaure beruht 
Die vorliegenden Befunde kénnen aber auch anders gedeutet werden: 
das Absinken des Umsatzes mit der Zeit kann darauf beruhen, da bei 
den niedrigen Substratkonzentrationen infolge fortschreitender Hydro 
lyse des Phenylphosphats die Konzentration desselben unter diejenige 
sinkt, die notwendig ist, um eine vollstandige Absattigung des Phospha- 
tasemolekiils zu gewahrleisten. Wenn dies der Fall ist, so miiBte ein 
weiterer Zusatz von Substrat in diesem Zeitpunkt einen Anstieg der 
Reaktionsgeschwindigkeit bis zur urspriinglichen Héhe bewirken. Dies 
zeigen die nachfolgenden Versuche, in denen wir bei zwei verschiedenen 
Substratkonzentrationen den pro Zeiteinheit (30 Minuten) stattfindenden 
Umsatz messen und jeweils in einem Parallelansatz dazu die Substrat 
konzentration in demjenigen Zeitpunkt erhéhen, in dem ein Absinken 
des Umsatzes eintritt. 
Tabelle VI. 

Alle Werte bedeuten mg P, abgespalten im Fermentansatz, ohne Beriick 
sichtigung der Fermentverdiinnung (hier wie in den iibrigen Versuchen 1 : 50). 


Versuch |: Substratkonzentration = 12 mg organ. geb. P. 





30 Min. 60 Min. 90 Min. 120 Min. 


POMOC OMINOUS Os os os cee occ e ose ecu 2,592 5,064 | 7,604 8,544 
Zunahme der Spaltung pro 30 Min......... 2,592 2,472 | 2.540 0,940 
Spaltung nach Zusatz von weiteren 24 mg P 

NN RE ore clo ins wh aes be ae 7,520 | 9,282 
Zunahme der Spaltung pro 30 Mia......... 2,456 1,762 


Versuch 2: Substratkonzentration = 6 mg organ. geb. P. 





30 Min. 60 Min. 90 Min. 

Aimolate Baan sis 6cis 5 Seva es Kees 2,517 4,222 5,032 

Zunahme der Spaltung pro 30 Min......... 2,617 1,705 0,810 
Spaltung nach Zusatz von weiteren 12 mg P 

cn ade ioe | AEN EIGE weeps Pa Abi ira cae ar fa 4,976 7,376 

menebme peo BO MIN... 556.0500 00h eae 2,459 2.400 


Bei der héheren Substratkonzentration des ersten Versuchs bleibt 
der Umsatz im Verlaufe von drei halben Stunden véllig konstant und 
sinkt erst in der vierten halben Stunde stark ab. Die Erhéhung der 
Substratkonzentration, die hier nach 60 Minuten, d.h. noch vor der 
eigentlichen Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit, vorgenommen 
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wurde, bleibt in der ersten halben Stunde danach wirkungslos, ein 
Beweis dafiir, daf die vorhandene Substratmenge zur vollstandigen 
Absattigung noch ausreichend war. In der nachsten halben Stunde 
erfolgt aber eine bedeutende Zunahme des Umsatzes, wenn auch die 
urspriingliche Héhe desselben nicht mehr erreicht wird. Zu diesem 
Zeitpunkt, d.h. in der vierten halben Stunde, machen sich also die 
obenerwahnten Einfliisse der Fermentschadigung oder Phosphat- 
hemmung* deutlich bemerkbar. Wahlt man eine niedrigere Substrat- 
konzentration als im ersten Versuch, so beobachtet man ein fort- 
schreitendes Absinken des Umsatzes von Versuchsbeginn an, welches 
durch Konzentrationserhéhung wieder aufgehoben wird. 

Das Ergebnis dieser Versuche spricht also durchaus im Sinne der 
Michaelis- Mentenschen Theorie der Fermentwirkung. Zwischen Ferment - 
molekiil und Substrat vollzieht sich eine dem Massenwirkungsgesetz 
unterworfene Reaktion, die zur Bindung von Substrat fiihrt. Die 
Menge dieser Fermentsubstratverbindung und damit die Reaktions- 
geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse hangen von der Kon- 
zentration des Substrats ab. 

Unsere letzten Versuche (Tabelle VIL) zeigen die Abhangigkeit des 
enzymatischen Umsatzes von der Substratkonzentration fiir die beiden 
von uns verwendeten Substrate. Die Tatsache, daB der Umisatz beim 
f-Glycerophosphat mit fallender Substratkonzentration weitaus starker 
absinkt als beim Phenylphosphat, ist ein direkter Beweis fiir die Ver- 
schiedenheit der Affinitaét beider Substrate zum Fermentmolekiil. 


Tabelle VII. 
Alle Werte mg P, abgespalten im Fermentansatz von | ccm verdiinntem 
Ferment (1: 50); Versuchszeit 1 Stunde. 





Substratkonzentration: 120 mg P 80 mg P 40 mg P 20 mg P 10 mg P 5 mg P 
B-Glycerophosphat 6,38 6,36 5,86 4,48 2,92 2,04 
Phenylphosphat 6,18 6,20 5,70 5,06 4,22 


Methodischer Teil. 


Substrate: Natriumsalz der §-Glycerinphosphorsiure als 20 °jige 
Lésung. Natriumsalz und Kaliumsalz der Phenylphosphorsiaure als 10 °jige 
Lésung. 

Puffer: m/2 Citratpuffer etwa py 5,6. Die Wasserstoffionenkonzentra- 
tion wurde in den Versuchsansaétzen wiederholt elektrometrisch kontrolliert. 


* Es scheint uns aber wahrscheinlicher, dai die zunehmende Phosphat- 
hemmung sich in der geringen Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit 
auBert, die in den Werten des substratgesattigten Ferments des Versuchs 2 
in Erscheinung tritt. 


2 * 
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Bestimmung der H,PO,: In Anwendung kam die kolorimetrische 
Methode von Fiske und Subbarow in der Modifikation von Lohmann und 
Jendrassik. 

Fermentansatz: Wir geben als Beispiel einen Fermentansatz wieder, 
wie er zur Messung der Hemmung bei m/50 Fluorid und optimaler Substrat. 
konzentration Anwendung fand. Fiir andere Versuche wurden sinngemiBe 
Abinderungen vorgenommen. 

5 cem m/2 Citratpuffer, py 5,6. 
10 com LO%iges Phenylphosphat bzw. 6 cem 20%iges  B-Glycero- 
phosphat. 
2,5cem m/5 NaF. 
| cem verdiinntes Ferment. 
dest. Wasser auf 25 ccm. 
1 Stunde im Wasserbad bei 37°. 

Herstellung des Fermentpraéparats: Es wurde eine Prostataphosphatase- 
losung (siehe Zeitschr. f. physiol. Chem. 255, 187, 188, 1938) verwendet, welche 
eine Aktivitat von etwa 300 mg P/l cem und | Stunde bei 37° (Substrat 
8-Glycerophosphat) zeigte. Das Trockengewicht betrug 9,3 mg/cem. Das 
Ferment wurde im Verhaltnis 1: 50 mit dest. Wasser verdiinnt und davon 
leem zur Aktivitaétsbestimmung verwendet. 


Zusammenfassung. 


AbschlieBend kénnen wir das Ergebnis unserer Untersuchung 
dahin zusammenfassen, daB die Fluoridhemmung der sauren Phospha- 
tase mit derjenigen des Substrats kompetitiv ist. Sie kommt unserer 
Ansicht nach dadurch zustande, daB sich das Fluorion an die gleiche 
Stelle des Enzymmolekiils bindet wie das Substrat und dadurch das 
letztere von der Enzymoberfliche verdrangt. Wie stark sich die Hem- 
mung in jedem einzelnen Falle auswirkt, hangt von der Affinitat des 
betreffenden Substrats zum Ferment ab. Beim Phenylphosphat, dessen 
Affinitaét zum Enzym sehr gro8 und wahrscheinlich gréBer als die des 
Fluorids ist, bleibt die Hemmung gering, beim $-Glycerophosphat ist 
sie dagegen sehr stark. Fragt man sich, wie diese Stelle des Enzym- 
molekiils beschaffen ist, an die Fluorion und Substratanion gebunden 
werden, so denken wir in erster Linie an ein Metallatom, welches in 
nicht ionisierbarer Weise mit dem Phosphatasemolekiil verbunden sein 
mu, entsprechend dem, was wir bisher iiber das Verhalten der sauren 
Phosphatase gegeniiber Dialyse und Elektrodialyse gefunden haben. 
Das fragliche Metall wird man unter denjenigen Elementen zu suchen 
haben, die mit Fluorionen nicht dissoziierte, schwer lésliche Salze 
bilden, z. B. Erdalkalimetalle oder ihnen verwandte Elemente. Ob 
allerdings dieses Metall gleichzeitig auch die prosthetische Gruppe, 
d.h. die fiir die Hydrolyse des Substrats verantwortliche Stelle des 
Fermentmolekiils darstellt, scheint uns fraglich zu sein. Jedenfalls 
sehen wir nirgends eine zwingende Notwendigkeit fiir eine derartige 
Annahme. Wir denken eher an eine Analogie zur Rolle des Elementes Mg 
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fiir die alkalische Phosphatase. Es wird jetzt wohl allgemein anerkannt, 
daB das Magnesium wohl ein fiir die enzymatische Wirkung unbedingt 
notwendiger Aktivator ist, aber an der eigentlichen enzymatischen 
Reaktion, der Dephosphorylierung, unbeteiligt ist. Das Metallatom 
wiirde demnach die Bindung des Substrats an das Fermentmolekiil 
bewerkstelligen, wahrend die Hydrolyse durch irgendeine benachbarte 
Gruppe durchgefiihrt wird. 

Die Fluoridhemmung der sauren Phosphatase erregte unser Inter- 
esse besonders deswegen, weil auch die Glykolyse des Muskels in charak- 
teristischer Weise durch Fluorid gehemmt wird. Wir vermuten, dai 
hier gemeinsame Zusammenhinge bestehen, wenn auch jetzt ange- 
nommen wird, da8 Fluorid die Umwandlung von Phosphogl ycerinsaure 
in Phosphorbrenztraubensiure, nicht dagegen die Abspaltung des 
Phosphats hemmt. Aber letzten Endes handelt es sich auch hier um 
eine Verschiebung von Phosphorsiure von einem Substratmolekiil auf 
das andere und es scheint uns noch nicht endgiiltig entschieden, ob 
nicht doch an diesem Vorgang eine Phosphatase, vielleicht nur am 
Teilproze8 der Abspaltung der Phosphorsiure, beteiligt ist. Andererseits 
kénnte die Analogie zwischen Phosphatase und Muskelglykolyse in 
bezug auf die Fluoridwirkung darin bestehen, da an dem obener- 
wihnten glykolytischen Vorgang ein Ferment beteiligt ist, das in 
seinem chemischen Aufbau weitgehend mit der sauren Phosphatase 
iibereinstimmt. 











.d-Peptidase in wachsenden Teilen iilterer Pflanzen. 
IV. Mitteilung': Zur Kenntnis der Peptidasen. 
Von 
Eugen Bamann und Otto Schimke. 


(Aus der Pharmazeutischen Abteilung des Chemischen Instituts det 
Universitat Tiibingen. ) 


(Eingegangen am 15, Oktober 1941.) 


Theoretischer Teil. 

Die Probleme, die mit der Erforschung der d-Peptidasen verkniipft 
sind, sind weittragender, als sie tiblicherweise bei der Entdeckung 
eines neuen Enzyms oder einer neuen Enzymgruppe auftreten. Sie 
beriihren tiber den engeren Bereich der rein enzymchemischen Frage- 
stellungen hinaus zwei sehr wichtige Gebiete der modernen Forschung, 
namlich die ,,Kdglsche Geschwulsttheorie’’ und die ebenso junge ,,stereo- 
chemische Analyse von Proteinen*. 

Schon die bisherigen Befunde sind dazu angetan, Auffassungen 
und Arbeitsziele beider Richtungen entscheidend zu wenden: d-Pepti- 
dasen finden sich, wie wir gezeigt haben, im Pflanzenreich, und zwar in 
ganz jungen Keimpflanzen — im Blattkeim sowohl wie in den Primordial- 
wurzeln —, also im Bereich sehr physiologischen, absolut unpathologi- 
schen Zellgeschehens. Des weiteren ist das ubiquitare, reichliche und 
stindige Vorkommen dieser Enzyme in den verschiedenen menschlichen 
und trerischen Geweben nachgewiesen worden. Quantitative Vergleiche 
zeigen, daB Krebsgewebe nicht reicher an d-Peptidase ist als normales 
Gewebe. Diese Erkenntnisse lassen zuniachst fiir einen charakteristischen 
Zusammenhang zwischen d-Peptidase und Carcinom keinen Platz mehr. 
Das ,,Malignitaétsprinzip’ ist jedenfalls nicht der d-Peptidase an sich 
gleichzusetzen. Nun besteht aber gegenwartig noch ein weiteres 
groBes Problem, das seinen Ausgang von der Kéglschen Auffassung 
einer sterischen Desorientierung des Krebsgewebes genommen hat. 
Die derzeitige Lehre vom Aufbau der Eiwei®kérper wei praktisch 
noch nichts vom ubiquitéren und reichlichen Vorhandensein ,,un- 
natiirlicher’ Peptide (d-Peptide). In dem Mabe, in dem wir unsere 
Kenntnisse tiber die Verbreitung und Lokalisierung der d-Peptidase 
erweitern, erfahren beide Forschungsrichtungen eine Férderung: Sie 
weisen namlich den Weg, in welchen Geweben unpathologischer Art 


1 T., Il. und III. Mitteilung: Z. Bamann u. O. Schimke, diese Zeitschr. 
30S. 130, 1941; 310, 119, 1941; 310, 131, 1941. 
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mit dem Vorkommen .,nicht-natiirlicher’* Peptide zu rechnen ist; 
ergeben die Untersuchungen eine Parallelitdt zwischen Vorkommen von 
d-Peptidasen und d-Peptiden, so steht die Lehre vom sterischen Aufbau 
der KiweiBsubstanzen vor einer Neuorientierung: kommen indes im 
normalen Gewebe nur d-Peptidasen, nicht d-Peptide, im Carcinom- 
gewebe jedoch neben d-Peptidasen auch d-Peptide vor, so miibte 

wie wir in der vorangehenden Untersuchung dargelegt haben eine 
_sterische Steuerung’: bzw. ein .,Versagen der Steuerung* zu diesen 
Verhaltnissen fiihren, die Kéglsche Theorie fande eine Vertiefung. 


Es scheint uns nun von gréBter Wichtigkeit, daB die weitere For- 
schung die Untersuchung p/flanzlichen Gewebes mit einbezieht. Dadurch 
erwichst erstens der stereochemischen Analyse von Proteinen eine breitere 
Grundlage Abgesehen davon, daB sich die experimentelle Analyse 
unter Umstanden vorteilhafter gewisser pflanzlicher Praparate. z. B. 
Wachstumszonen, bedient und dadurch die grundsatzliche Lésung des 
Problems rascher zu erwarten ist, ist die Kenntnis des sterischen Aufbaus 
von pflanzlichem EiweiB ebenso wichtig wie diejenige der tierischen 
Eiweibstoffe. Zum zweiten werden manche Probleme, die die Kéglsche 
Geschwulsttheorie in sich birgt, einem neuen Angriff zugdnglich: Mit Hilfe 
der an pflanzlichem Untersuchungsmaterial gewonnenen Ergebnisse 
werden sich die dieser Theorie zugrunde liegenden Auffassungen 
sofern sie unrichtig sind — rascher und iiberzeugender widerlegen lassen, 
oder sie erfahren durch die notwendig gewordene Differenzierung, die 
vor allem der Tatsache Rechnung tragen muB, daB im pflanzlichen 
Gewebe tierischem Krebs entsprechende Vorgange nicht bekannt sind, 
eine weitere Prazisierung. 


Wahrend wir in einer friiheren Arbeit, wie schon erwahnt. das Vor- 
kommen von d-Peptidase in jungen Keimpflanzen darlegten, zeigen wir 
in dieser Untersuchung, dal} auch wachsende Teile dlterer Pflanzen dieses 
Enzym enthalten. Als Beispiel dafiir haben wir den wachsenden Sprof} 
des Spargels und den wachsenden Bliitenstand der Gerste gewahlt. Es 
trifft sich gut, daB unsere Ergebnisse an Sprof und Bliitenstand erganzt 
werden durch einen Befund an einer Frucht: Fiir .,Kiirbisprotease* ist 
in der Literatur eine 76° ige Spaltung von d, l-Leucylglycin fest- 
gehalten. Diesen Befund teilten R. Willstdtter, W.Grassmann und 
O. Ambros) in einer Untersuchung aus dem Jahre 1925 mit. Er mag 
damals sehr merkwiirdig und schwer unterzubringen gewesen sein; 
nunmehr diirfen wir in ihm einen Vorlaufer wichtiger Erkenntnisse 
sehen. 


Das Vorkommen von d-Peptidase beschrankt sich im Pflanzenreich 
nicht auf héhere Pflanzen: es erstreckt sich vielmehr, wie aus kiirzlich 


' Zeitschr. f. physiol. Chem. 152, 160, 1926, und zwar S. 161 u. 162. 
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veroffentlichten Arbeiten amerikanischer Forscher ! sowie aus unserer 
I. Mitteilung hervorgeht, auch auf niedere pflanzliche Organismen 
Sowohl Hefe als auch Bacterien enthalten dieses Enzym. 

Daraus ergibt sich, daB das die d-Peptid-Spaltung bewirkend: 
Enzym?) den bisher bekannten |-Peptidasen wohl hdufig an Wirksam- 
keit und Menge, nicht aber hinsichtlich Verbreitung im Tier- und 
Pflanzenreich nachsteht. 


Spezieller Teil. 
I. Peptidase im wachsenden SpargelsproB. 
1. Das Enzymmaterial. 


Zur Durchfiihrung unserer Untersuchung beniitzten wir nicht- 
holzige, mittelstarke Schwetzinger Spargel, die Mitte Juni gestochen 
waren. Nach dem Zerreiben der frischen Spargelsprosse in der Reib- 
schale wurde der Brei sofort durch etwa fiinfmaliges Entwassern mit 
Aceton und einmaliges Behandeln mit Ather in ein T'rockenpriparat 
iibergefiihrt. Aus diesem gewannen wir die Enzymldsungen, indem 
Lg Trockensubstanz mit 15g destillierten Wassers 2 Stunden bei 
Zimmertemperatur ausgezogen wurde. Starkes Zentrifugieren erméglicht 
die Scheidung von Lésung und festen Bestandteilen. 

In Anbetracht der Labilitat der Peptidasen in wdsseriger Lésung, die 
sich besonders in den zur Erfassung der d-peptidatischen Wirksamkeit not- 
wendigen langen Versuchszeiten auswirken wird, kann es empfehlenswert 
sein, an Stelle der wdsserigen Ausziige Glycerin-Wasser-Extrakte herzustellen. 
Wenn das Enzym auch aus frischem Pflanzenmaterial extrahierbar ist, wiire 
zur Umgehung der Aceton-Entwiasserung das Verfahren einer mehrtagigen 
Glycerinextraktion frischen Breies, das sich im Falle tierischen Gewebes 
gut bewahrt, in Betracht zu ziehen. 

Wir haben die Sprosse vor der Verarbeitung zum Trockenpraparat 
in einzelne Abschnitte aufgeteilt; dadurch wird ein Vergleich des 
Enzymgehaits des die Vegetationspunkte enthaltenden K6pfchens 
mit dem der darunterliegenden SproBteile méglich. Die nachstehende 
Tabelle I laBt die Art der Aufteilung, das Frisch- und Trockengewicht. 
sowie den Prozentgehalt an Trockensubstanz erkennen. Erwahnens- 


' J. Bergeru. M. J. Johnson, J. of biol. Chem. 133, 639, 1940; J. Berger. 
M.J. Johnson u. C. A. Baumann, ebenda 137, 389, 1941. Siehe dazu auch 
die diesbeziiglichen Ergebnisse unserer I. Mitteilung: Ein dialysiertes 
Autolysat aus Backereihefe 2 bewirkte im Versuch mit Mn’-Zusatz 59 %ige 
Spaltung von d, l-Leucylglycin; es ist bemerkenswert, daB die Spaltung der 
|-Komponente durch Mn’ gehemmt, die Spaltung der d-Komponente dagegen 
geférdert wird. — ? Bemerkung bei der Korrektur. In bezug auf die Spezifitdt 
dieses Enzyms sprachen kiirzlich H. Herken, A. Schmitz und R. Merten 
(Naturwiss. 29, 670, 1941) einen sehr beachtenswerten Gedanken aus: ,,Es 
erscheint nicht ausgeschlossen, dali das verwendete Peptid vom Carboxy1- 
ende her aufgespalten werden kann.** Das die Spaltung des d-Leucylglycins 
bewirkende Enzym kénnte demgemaf eine Carboxy(di)peptidase sein. 
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wert ist, da der Trockensubstanzgehalt des Spargelképfchens (Ab- 
schnitt I) am gré8ten ist ; die nach unten folgenden Abschnitte (IL bis LV) 
sind wasserreicher, 


Tabelle I. Aufteilung des Spargelsprosses in mehrere Abschnitte. 
(Menge: 20 Spargel.) 





Frischgewicht Trockengewicht 


A bsehnitt (20 Stiick) (nach Aceton-Ather- Trockengewicht 
in g Behandlung) in % 
in g 


Abschnitt I (Képfchen) 


(die ersten 2cm)..... 40,0 3,0 7,5 
Abschnitt II 

(die folgenden 3cm).. 84.8 2,8 3,3 
Abschnitt III 

(die folgenden 5cm).. 175,0 6.0 3,4 
Abschnitt IV 

(die folgenden 5cm).. 240,0 8,8 3,7 

2 


2. Vergleich der peptidatischen Wirksamkeit der verschvedenen 
Spropabschnitte *). 

Da die Ausziige aus dem Trockenpraparat wie im folgenden 
Kapitel gezeigt wird — die Peptidasen zum allergréBten Teil enthalten, 
vermittelt die nachstehende Tabelle Il ein angenadhertes Bild vom 
Enzymgehalt der einzelnen SproBabschnitte. 


Tabelle Il. Vergleich der peptidatischen Wirksamkeit 
der verschiedenen SproBabschnitte. 
(Der Versuchsansatz von 10 cem enthalt 3cem Enzymlésung; die Zahten 
geben den Acidititszuwachs (eem n/20 Lauge) in | cem Titrationsprobe an.) 





Zusatz : ohne MnCl (m/1000) MnCl, (m_ 1000) 
, + Cystein (m/250) 


Versuchszeit (Std.) I/y 100 liy LOO 1 100 


Abschnitt I (Képfchen) 0,43 1,01 0,61 1,23 0,43 1,05 
I 


At : rae ake © 0,19 1,00 0,29 1,06 0,31 1,05 
6g |) reer in 0.14 ; 0,24 = 0,32 
" | Ras ae 0,15 0,19 1,02 0.26 


Auswertung der Ergebnisse. 
1. |-Peptidase. 


a) Den grépten Gehalt an |-Peptidase weist das Spargel-Kédpfchen 
auf: die Wirksamkeit nimmt in dem nach unten folgenden Abschnitt TI 


' Uber die drtliche Verteilung der Peptidasewirksamkeit in Keim- 
pflanzen, und zwar sowohl im Blattkeim als auch in den Primordialwurzeln, 
siehe: K. Linderstrom-Lang u. H. Holter (Zeitschr. f. physiol. Chem. 204, 15, 
1932); vgl. auch: IT. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe, diese Zeitschr 
310, 119, 1941, und zwar S. 120ff. 
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auf etwa die Halfte und im Abschnitt IV auf ein Drittel ab. (Ergebnis 
sowohl der Versuche ohne Zusatz als auch der Versuche mit MnCly,.) 
b) Die Erhéhung der Wirksamkeit durch Mangansalzzusatz betragt 
bei den Ausziigen aller Abschnitte gleichmaBbig etwa 50%. 
c) Gleichzeitige Anwesenheit von Cystein neben MnCl. bewirkt bei 
der Lésung aus Abschnitt I eine Verminderung, bei den Lésungen aus 
den iibrigen Abschnitten eine Erhéhung der Wirksamkeit. 


2. d-Peptidase. 

a) Die grépte Wirksamkeit findet sich ebenfalls im Spargelképfchen ; 
die nach unten folgenden Abschnitte sind armer an d-Peptidase. 

b) Die Manganaktivierbarkeit der d-Peptidase ist (in Uberein- 
stimmung mit den Befunden bei Keimpflanzen) gréBer als die der 
1-Peptidase. 

c) Cystein ist nicht von ausschlaggebender Wirkung. 

Besser als durch die Versuche der Tabelle II] wird die d-Peptid- 
spaltung durch einen Versuch veranschaulicht, in dem bei Mn’ -Zusatz 
4ccm Enzymlésung pro 10 cem Versuchsansatz Verwendung fanden: 





Versuchszeit in Stunden : 4 52 120 

Aciditatszuwachs in 1 cem Titrations- 
probe (ccm n/20 Lauge)........... 1,10 1,50 1,62 
Spaltung des d,l-Peptids (in %)..... 55 75 81 


Der geringe Fortgang der Spaltung in der Zeit zwischen 52 und 
120 Stunden ist wohl mit der groBen Unbestandigkeit des Enzyms in rein 
wasserigem Milieu zu erklaren. Diese Beobachtung hat uns zu dem im 
vorausgehenden Kapitel gemachten Vorschlag veranlaBt, die Ausziige mit 
Hilfe von Glycerin herzustellen, wodurch auch gleichzeitig eine Stabili- 
sierung des Enzyms wahrend der Versuchsdauer gewahrleistet ist. 


3. Uber die Lisbarkeit der Peptidase. 

In den Acetontrockenpraparaten liegt die Peptidase in verhaltnis- 
maBig leicht wasserlislicher Form vor. Die Untersuchung der Extraktions- 
riickstande ergab, daB die Hauptmenge des Enzyms durch zwei- 
stiindige Extraktion in Lésung tibergefiihrt wird. Nur etwa 1/59 bis 
1/4) der Wirksamkeit verbleibt im Riickstand. Wahrscheinlich ware 
durch nochmalige Extraktion weiteres Enzym in Lésung zu bringen, 
so daB der nichtlésliche Anteil wohl sehr gering ist. 

Die nachfolgenden Belege diirfen wegen der im naichsten Abschnitt 
beschriebenen Stérungen bei der Titration zur Erfassung des Aciditats- 
zuwachses nur als Grundlage von Schdtzungen dienen. 

Zur Untersuchung kamen die Suspensionen der Riicksténde in Wasser. 
Davon wurden Mengen angewandt, die der untersuchten Menge des Auszugs 
aquivalent sind. 
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Tabelle II]. Peptidasegehalt der Extraktionsriickstande. 





Acidititszuwachs (ccm n/20 Lauge) in leem Titrationsprobe 
Absehnitt Versuchszeit (% Spaltung) 
|| in Stunden 


Versuch ohne Zusatz ‘Versuch mit Mn( ly + Cystein 
Abschnitt II 13 0,50 (25%) 0,58 (29%) 
9 Ill 13 0,82 (18%) 0,42 (21%) 
‘ IV 16 0,30 (15%) 0,46 (23%) 


Aciditatszuwachs bzw. Spaltung in dieser Héhe wird aber im Falle 
der Ausziige bereits in !/, bis 1 Stunde Versuchszeit erreicht, so daB die 
Wirksamkeit der Riickstinde rund 10- bis 20mal geringer ist. 


II. Peptidase im wachsenden Bliitenstand der Gerste. 

Die untersuchten Getreideihren wurden Mitte Juni gesammelt : 
sie waren von der Blattscheide noch voll!standig eingeschlossen. Vor 
der Aufarbeitung zum Trockenpraparat, die wir wie im Falle der Spargel- 
sprosse vornahmen, wurden die untere SproBachse und der oberste 
Teil der Grannen entfernt. Aus 20g solcher Ahren erhielten wir 2,75 g 
(d.s. 13,7%) Trockensubstanz. Zweisttindiges Extrahieren von 1 g 
Trockenpraparat mit 10g destillierten Wassers bei Zimmerte mperatur 
ergab die Enzymlésungen. 


Q 


Diese Ausziige besitzen, wie die Versuche der Tabelle LV zeigen, 
eine gute, wenn auch nicht tibermaBig starke peptidatische Wirksamkeit. 
Die d-Peptidspaltung wird durch Parallelversuche, einerseits mit dem 
Racemat, das in 240 Stunden zu 73°, gespalten wird, und andererseits 
mit der reinen d-Komponente, die in der gleichen Zeit eine Spaltung 
von 32%, aufweist, dargetan. 73°, Spaltung des Racemats bedeuten 
mindestens 46°, Spaltung der d-Komponente: die d-Peptidspaltung 
geht also im Racematversuch rascher vor sich als im Versuch mit der 
reinen Komponente, eine Erscheinung, die wir bereits in der IT. Mit- 
teilung dieser Untersuchungsreihe naher eréitert haben. 

Es sei erwahnt, daB wir auch die Acetontrockenpraparate aus den 
Knoten des Halms und aus dem auf die Knoten folgenden Abschnitt 
(2—10 mm) hinsichtlich ihrer peptidatischen Wirksamkeit untersucht 


Tabelle IV. Wirkung eines Auszugs aus Gerstenahren gegeniiber 
Leucylglyein. 


(Der Versuchsansatz enthalt 2cem Enzymlésung und Mangansalzzusatz. ) 





d, |-Leueylglycin d-Leueyiglyein 
Versuchszeit 
in Stunden Aciditiitszuwachs (cem n'20 Lauge) in 1 cem Titrationsprob: 
(°%, Spaltung) 


"lg 0,10 (5%) 0,00 ( 0%) 
22 1,12 (56 %) 0.11 (11 %) 
240 146 (73%) 0,32 (32%) 
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haben. Die peptidatische Wirksamkeit dieser Teile ist weit geringer a 
die der Ahre: 


a) 4ceem Enzymlésung aus Knoten-Trockenpraparat /10 cem Versuchsansat 
mit racemischem Leucylglycin: 
6 Stunden: 0,24 cem n/20 Lauge Acid.-Zuw. in leem Titr.-Prob: 
entsprechend 12°, Spaltung, 
247 Stunden: 1,06cem n/20 Lauge Acid.-Zuw. in 1 cem Titr.-Prob: 
entsprechend 53°, Spaltung 
b) 6,5cem Enzymlésung aus Abschnitt nach den Knoten/10 cem Versuch: 
ansatz mit d-Leucylglycin: 
48 Stunden: 0.06 cem n/20 Lauge Acid.-Zuw. in | cem Titr.-Probe. 
entsprechend 6°,, Spaltung, 
240 Stunden: 0,12 cem n/20 Lauge Aecid.-Zuw. in | cem Titr.-Probe. 
entsprechend 12°, Spaltung. 


It. Zur Durehfiihrung der Versuche. 
1. Der Versuchsansatz und die Bestimmungsmethode. 

Der Versuchsansatz betragt 10 cem: darin befinden sich 0,188 g d, 1-Leucy! 
glycin (= 5ccmemer Stammlésung, die in 100 cem 3,76 g Dipeptid und 6 cem 
n Kalilauge enthalt; py der Lésung.= 7,8) bzw. 0,094 g d-Leucylglyein 
Die Reaktionslésung ist also hinsichtlich jeder optischen Komponente 
0,05 molar. Die zugegebene Menge Enzymlésung ist bei den einzelnen 
Tabellen jeweils vermerkt. Der fertige Versuchsansatz wurde noch mit 
10 Tropfen Toluol versetzt. Die Versuchstemperatur betrug 37°C. In de: 
Untersuchungsprobe von 1,0 cem zeigt bei Anwendung des Titrations 
verfahrens von &. Willstdtter und E. Waldschmidt-Leitz 1,00 cem n/20 
alkoholischer Lauge beim d-Peptidversuch 100°,, beim d, |-Peptidversuch 
50°, Spaltung an. 

In den Versuchen mit Zusdtzen sind MnCl, in 0,001 molarer, Cystein in 
0,004 molarer Konzentration vorhanden. 

Die Werte der Aciditiétszunahme in den Versuchen: Enzymlésung ohne 
Substrat bzw. Enzymlésung + Zusatze ohne Substrat sind in den in unsere! 
Untersuchung angefiihrten Werten bereits in Abzug gebracht. 

2. Beobachtungen iiber eine Stérung der Titration in alkoholischem 
Medium nach R. Willstdtter und E. Waldschmidt- Leitz. 

Das viel angewandte Verfahren der Bestimmung der Carboxy! 
gruppen von Aminosauren, Peptiden und EiweiBsubstanzen durch 
Titration in alkoholischem Medium nach R. Willstdtter und E. Wald 
schmidt-Leitz } hat sich in den bisherigen Untersuchungen gut bewahrt 
Wir hatten keinen Grund, ein anderes Verfahren mit heranzuziehen 
Zwar konnten wir gelegentlich, ahnlich wie z. B. H. Bayerle 2 
H.v. Euler?, BE. Abderhalden*, H. Herken® und ihre Mitarbeiter, beob 


! Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 54, 2988, 1921. — ? H. Bayerle u. F.H 
Podloucky, Zeitschr. f. physiol. Chem. 264, 189, 1940; H. Bayerle u. G. Borger. 
diese Zeitschr. 307, 159, 1941. — * H. v. Ruleru. B. Skarzynski, Zeitschr. t 
physiol. Chem. 265, 133, 1940, und zwar ¥. 142. 4 EB. Abderhalden u 
R. Abderhalden, ebenda 265, 253, 1940, und zwar 8. 264. > H. Herken u 
H. Ervleben, ebenda 269, 47, 1941. 





ac. 


W 


pr 


Ex 
de: 
sie 
Re 


810 
be: 


mi 
we 


Mz 


fei 
ext 


tit 
Be 


19 


Me 





sal 


robe 
rob: 
wh- 
robe. 


robe, 


ucy| 
pcem 
yen 
1ente 
ainen 

mit 
r der 
ions 
n/20 
‘such 


im in 


ohne 
serer 


10) 


xvi 
urch 
Vald 
ahrt 
shen 
rle 2 


0b 


F.H 
orger. 
hr. f 
en u 


en u 





,.d-Peptidase in wachsenden Teilen alterer Pflanzen. 309 


achten, daB bei Untersuchung gewisser, meist nicht sehr peptidase- 
reicher Enzympraparate, beispielsweise von Blutseren, die auf die 
Nullstoppung folgende Untersuchungsprobe unerwarteterweise einen 
geringeren Laugenverbrauch ergab als die Anfangsstoppung; solche 
Beobachtungen sind nicht auf eine Ungenauigkeit oder ungeniigende 
Spezifitat der Methode zuriickzufiihren. sondern diirften von einer 
parallel verlaufenden Erscheinung, die durch das Verfahren miterfaBt 
wird, bedingt sein. 

Es ist uns nicht bekannt, ob Bemangelungen allgemeiner Art, wie 
z. B.: ,,.Diese Titrationsmethode in alkoholischer Lésung hat aber er- 
fahrungsgemaB noch groBbe Fehlerquellen‘!, exakte Beobachtungen tat- 
sichlicher Fehlerméglichkeiten zugrunde liegen. Wir méchten das des- 
halb nicht annehmen, weil in einem erst kiirzlich erschienenen, dieses 
Gebiet behandelnden Beitrag 2 zu dem Handbuch ,,Die Methodén der 
Fermentforschung** von berufener Seite iiber diesbeziigliche Beob- 
achtungen nicht berichtet wird. 

Stérungen betrachtlicher Art kinnen aber in Wirklichkeit vorkommen. 
Wir haben sie gelegentlich beim Arbeiten mit pflanzlichen Enzym- 
praparaten beobachtet. 

Wie schon erwahnt, versagte das Verfahren bei der Untersuchung der 
Extraktionsriickstande der Spargelsprosse. Die Titrationswerte der laufen- 
den Bestimmungen einiger Versuche zeigten sehr starke, unkontrollierbare 
Abweichungen von den erwarteten Werten nach oben und unten, so dafi 
sich nur durch mehrere Probeentnahmen ein angenihertes Bild itiber den 
Reaktionsverlauf ergab. Da es sich aber hier um das Arbeiten mit Suspen- 
sionen handelt, sehen wir von der niheren Betrachtung dieses Falles ab und 
beschreiben ein iibersichtlicheres Beispiel. 

Unregelmapigkeiten groben Ausmapes zeigten sich beim Arbeiten 
mit wisserigen Ausziigen aus Griinmalz. Es vereinfacht die Verhaltnisse, 
wenn wir nachfolgend die Titrationen von Proben der klaren, blanken 
Malzausziige in Abwesenheit eines Substrats anfiihren. 

20 g luftgetrockneter, gekeimter Gerste nach Zerreiben zu Pulver- 
feinheit mit 100 ccm destillierten Wassers 2 Stunden bei Zimmertemperatur 
extrahiert. Abtrennen durch Zentrifugieren, nachfolgendes Filtrieren, bis die 
Lésung vollig blank ist. 

Versuchsserie IL. 

In einer Versuchsserie mit 20 Versuchen wurde je | ccm Malzauszug 
titriert. Der Verbrauch an ccm n/20 alkoholischer Lauge (unter den 
Bedingungen des Titrationsverfahrens) war: 

1,28, 0,95, 1,24, 0,97, 0,97, 0,90, 0,90, 0,92, 1,74, 1,44, 

0,97, 1,78, 0,98, 0,98, 0,98, 1,10, 0,98, 0,98, 1,16, 1,14. 


1 K. Kohler in ,,Die Methoden der Fermentforschung**, 8. 3040. Leipzig 
1941. —- * W.Grassmann u. P. Stadler, ,,Bestimmung der Carboxyl- und 
Aminogruppen der Aminoséuren und Peptide durch Titration: in .,Die 
Methoden der Fermentforschung, 8. 1096. Leipzig 1941 
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Beurteilung der Ergebnisse. 

1. Von 20 vollig gleichmaBig ausgefiihrten Titrationen fiihrte etwa 
die Halfte zu den Werten: 0,95 —0,98 ccm Laugenverbrauch; drei Wert: 
blieben darunter, acht Werte lagen dariiber. 

2. Der niedrigste Wert betrug 0,90 cem; der héchste Wert betrug 
1,78 ccm, 

3. Der héchste Wert ist also gerade doppelt so gro wie der niedrigst« 


Versuchsserie I. 

Trotz Durchfiihrung zahlreicher Versuchsserien, in denen das 
Titrationsverfahren in abgednderter Form angewandt wurde, fanden wir 
keinen Anhaltspunkt fiir eine sichere Ausschaltung der Unregelmabig 
keiten. Modifikationen bei der Durchfiihrung der Methode waren: 

a) Alkoholzugabe in einer Portion bzw. in Anteilen (bei jedes 
maliger Titration zum Farbenumschlag). 

b) Sehr rasche Titration bzw. sehr langsame, tropfenweise Zugabe 
der Lauge. 

c) Ruhige Bewegung der Titrationsprobe bzw. starkes Schiitteln 
beim Titrieren. 

d) Verwendung von kaltem bzw. heiBem Alkohol. 

e) Erhéhung der tiblichen Alkoholmenge. 

f) Anwendung von vergdlltem bzw. chemisch reinem Alkohol. 


Oft erzielten'wir in zahlreichen Versuchen nacheinander den Mittel- 
wert von 0,95—0,98 cem Laugenverbrauch, bis ganz plétzlich wieder 
ein hoher Wert das Vertrauen auf die Zuverlassigkeit des Verfahrens 
nahm., 

Ausziige aus Keimpflanzen der Gerste (nach Abtrennen der Samen- 
kérner) bereiteten der Analyse keine Schwierigkeiten. Auch bei Dial y- 
saten der Griinmalzausziige waren Stérungen des Titrationsverfahrens 
nicht festzustellen. 

Wir miissen uns mit der bloBen Mitteilung dieser Beobachtungen 
begniigen, ohne tiber die Ursache dieser Stérungen etwas aussagen oder 
MaBnahmen zur sicheren Ausschaltung derselben anfiihren zu kénnen. 
In Anbetracht der Wichtigkeit und Gebrauchlichkeit des Verfahrens 
wire die Bekanntgabe ahnlicher oder anderer Erfahrungen sehr er- 
wiinscht. 


Herrn Professor Dr. P, Filzer und Herrn Dr. K. Hummel vom Botani- 
schen Institut der Universitat Tiibingen verdanken wir liebenswiirdige 
Auskunft in botanischen Fragen. 
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Beitriige zur biologischen Zellsubstanzsynthese 
der Hefe. 
VIII. Mitteilung: 
Uber das Phosphorsiureminimum bei der Hefeziichtung. 
Von 
Hermann Fink. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation der 
Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1941.) 


Die bisher in den Géarungsbetrieben gewonnenen eiweibreichen 
Hefen, wie z. B. die Zuchthefen aus Holzzucker, Zellstoffablaugen oder 
Melasse, aber auch Backerhefen und Brauereihefen haben einen recht 
hohen Gehalt an fast ausschlieBlich organisch gebundenem Phosphor. 
Dieser betragt durchschnittlich rund 4—-6% P.O; in der Trocken- 
substanz ! bzw. 50—60°%, P.O, in der Hefeasche (Gliihriickstand). 

Der Phosphorsaurebedarf fiir die biologische EiweiBsynthese durch 
Hefeziichtung ist also ein recht betrachtlicher, zumal man den Nahr- 
fliissigkeiten in der Praxis einen gewissen UberschuB zuzusetzen pflegt, 
der dann mit den entheften Lésungen verlorengeht. Diese Tatsachen 
sind angesichts der derzeitigen Phosphorbewittschaftung eine einengende 
Schwierigkeit fiir den GroBeinsatz der mikrobiologischen Rohstoff- 
synthesen, denen besonders als Nebenerzeugung der aufstrebenden 
Zellstoff- bzw. Kunstfaser-Industrie in Form der Verhefung der 
Sulfitablaugen aus Laub- und Nadelho'z sowie anderer Hydrolysate 
aus Stroh und Samenscha'en grobe Méglichkeiten fiir die Zukunft 
zukommen. In Fortsetzung unserer Arbeiten mit F. Just! iiber das 
Phosphatgleichgewicht in Hefezellen konnte nunmehr gemeinsam 
mit M. Ross gezeigt werden, daB man Torula-Zuchthefen durch 
viele Generationen erzeugen kann, die nur rund 1,5—2,0°%, P.O; 
in der Trockensubstanz (statt 4—6°,!) enthalten. Das angewandte 
Phosphat wird dabei fast rest!os ausgenutzt. Auch hierbei kann die 
Hefe im Beliiftet-Bottich-Verfahren unter Zusatz von nur anorganischem 
Ammoniak-Stickstoff 2 in Dauerziichtung gewonnen werden. Die Aus- 
beuten an organischer (aschefreier) Pilzsubstanz 'agen bei dieser phos- 
phorsparenden Hefeziichtung in normaler Héhe. Der Gehalt an Eiweib 
und Vitamin B,, auf die es in erster Linie ankommt, war praktisch 


1 H. Fink u. F. Just, diese Zeitschr. 3038, 1, 1939; 300, 84, 1938. — 
2 H. Fink, R. Lechner u. E. Heinisch, ebenda 278, 23, 139, 1935. 
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unverandert. Der Aschegehalt (G'iihriickstand) lag entsprechend 
niedriger als bei den bisherigen Hefen, bei etwa 4—5% statt 8—10 %. 

Der Wert so erzeugter Hefen fiir die tierische und menschliche 
Ernahrung ist allerdings im einzelnen noch zu tiberpriifen. Eine gewisse 
Herabsetzung des sehr hohen Phosphorgehalts der bisher erzeugten Hefen, 
der bei hoher Verabreichung sich gelegentlich sogar ungiinstig z. B. 
auf den menschlichen Organismus (Nucleinsaéuren!) auswirkte, diirfte 
ernahrungstechnisch kaum ein Schaden sein; denn auch die neue Hefe 
mit stark vermindertem P,O;-Gehalt enthalt noch reichlich P,O;, mehr 
als viele EiweifSfuttermittel pflanzlicher und tierischer Herkunft. 

Die ausfiihrliche Veréffentlichung unseres umfangreichen Versuchs- 
materials bei der Verhefung hexosen- bzw. pentosenhaltiger Substrate 
erfolgt demnichst. Die eingehende Untersuchung so _ geziichteter 
phosphorarmer Hefen, zu deren Erzeugung also nur ein geringer 
Bruchteil des bisher notwendigen Phosphats benétigt wird, behalten 
wir uns vor. 





